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1 Einleitung 
Die extrazelluläre Matrix (ECM) füllt den Raum zwischen Zellen in tierischem Gewebe. Sie 
besteht hauptsächlich aus fibrillären Proteinen wie den Kollagenen, Proteoglykanen und 
nicht-faserartigen Glykoproteinen (Scott, 1995; Aumailley und Gayraud, 1998). Zu Letzterem 
gehören u.a. Laminin und Fibronektin. Sie verankern Zellen in der ECM und verbinden diese 
mit anderen Strukturen der ECM. Integrine vermitteln als Zellrezeptoren die spezifische 
Bindung der Zellen an Laminin oder Fibronektin. Durch die Bindung können Signalkaskaden 
innerhalb der Zelle aktiviert werden. Dadurch werden verschiedene Prozesse wie Apoptose, 
Zellwachstum, Zellaktivierung, Migration u.a. in Gang gesetzt. Diese definierte und 
spezifische Mikroumgebung beeinflusst die Entwicklung der Zelle und ist wichtig für eine 
korrekte Gewebeentwicklung. Dies gilt sowohl für die natürliche als auch für eine artifizielle 
ECM (Stevens und George, 2005; Dumic et al., 2006; Hynes, 2009). 
Im Gegensatz zu den polymerhaften Proteoglykanen befinden sich antennenartige 
Oligosaccharidstrukturen auf den Glykoproteinen der ECM  (z.B. Laminin, Fibronektin) sowie 
auf zellmembrangebundenen Glykolipiden und Glykoproteinen (z.B. Integrine). Sie können 
von einer weiteren Gruppe von Proteinen, die im extrazellulären Raum vorkommen, den 
sogenannten Galektinen, spezifisch erkannt und gebunden werden. So verknüpfen sie Zellen 
mit der Matrix und untereinander. 
 
1.1 (Poly-)N-Acetyllaktosamin: Eine modulare Struktur der 
Glykoproteine und Glykolipide 
1.1.1 Vorkommen und Struktur 
 
Die in der ECM vorkommenden Oligosaccharidstrukturen sind an Lipide der Zellmembran, an 
Proteine der Zellmembran bzw. an Proteine der ECM gebunden. Mehr als 50% der 
Zelloberfläche oder der ECM-Proteine sind glykosyliert. Die Kohlenhydrate vermitteln Zell-
Zell- bzw. Zell-Matrix-Interaktionen. Dadurch spielen sie u.a. eine große Rolle bei 
Krebsprogression und Metastasierung, viralen und bakteriellen Zellanbindungen sowie 
Entzündungsreaktionen und Immunität. Eine Einteilung der Oligosaccharidstrukturen erfolgt 
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hauptsächlich aufgrund ihrer Verbindung zum Aglykon (z.B. N- und O-Glykane der Protein 
oder Glykosphingolipide) und ferner anhand ihrer core-Struktur (Abbildung 1.1). Der weitere 
Aufbau der Oligosaccharide variiert stark von Organismus, Gewebe, Zelltyp, Protein und 
Glykosylierungsstelle (Varki, 1993; Spiro, 2002; Varki et al., 2009). 
 
 
R-Asn-X-Ser/Thr-R R-Ser/Thr-R
Galaktose
N-Acetylglukosamin
Manose
Fucose
N-Acetylgalaktosamin
 
Abbildung 1.1: N-Glykan (links) und O-Glykan (rechts) mit core-Struktur (unterer Rahmen), poly-LacNAc 
(roter Rahmen) und Blutgruppe 0-Epitop (oberer Rahmen); basierend auf (Varki et al., 2009) 
 
Unabhängig von der Klassifizierung von Oligosaccharidstrukturen ist die übiquitär und am 
häufigsten vorkommende Struktur auf Glykoproteinen und –lipiden N-Acetyllaktosamin 
Typ 2 (LacNAc, Abbildung 1.2).  
 
 
O
HO
HO
OH
O
OH
O
HO
AcHN
OH
OH
 
Abbildung 1.2: N-Acetyllaktosamin (LacNAc), Typ 2: Gal(β1-4)GlcNAc 
 
LacNAc ist ein Disaccharid bestehend aus Galaktose (Gal) verknüpft an N-Acetylglukosamin 
(GlcNAc). Bei LacNAc Typ 1 ist Gal β1-3 an GlcNAc verknüpft, bei Typ 2 β1-4. Eine β1-3 
Verknüpfung mehrerer LacNAc Typ 2 wird als poly-LacNAc bezeichnet. Diese Struktur kommt 
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hauptsächlich auf dem GnTV (β6GlcNAc auf α6Man)-Arm bei N-Glykanen und auf der core 2 
Struktur von O-Glykanen vor. Man unterscheidet zwischen linearer (i-Antigen) oder 
verzweigter Struktur (I-Antigen) über eine β1-6 Verknüpfung von GlcNAc an Galaktose (Varki 
et al., 2009). In dieser Arbeit ist mit poly-LacNAc das lineare Konstrukt gemeint. 
(Poly-)LacNAc ist eine ubiquitär vorkommende Struktur im tierischen Körper. Es sitzt auf den 
core-Strukturen der N- und O-Glykane und auf Lipiden. Darüber hinaus präsentiert es 
wichtige Epitope wie das AB0-Blutgruppenepitop, Lewis X, u.a. Auch Glykoproteine der 
extrazellulären Matrix wie Laminin oder Fibronektin besitzen (poly-)LacNAc Strukturen 
(Krusius et al., 1978; Cummings und Kornfeld, 1984; Fukuda et al., 1986; Ujita et al., 1999). 
Bindepartner des (poly-)LacNAc sind u.a. Galektine, die im nächsten Kapitel weiter 
beschrieben werden (Barondes et al., 1994; Hirabayashi et al., 2002; Leffler et al., 2004; 
Stowell et al., 2004; Stowell et al., 2008; Song et al., 2009). 
 
1.1.2 Enzymatische Synthese von poly-LacNAc in vitro 
Zur Untersuchung der biologischen Rolle des poly-LacNAc und entsprechender Epitope,  für 
die Charakterisierung der Galektin-poly-LacNAc-Bindung und für mögliche medizinische 
Anwendungen müssen ausreichende Mengen an poly-LacNAc-Strukturen unterschiedlicher 
Länge mit wenig Aufwand reproduzierbar herzustellen sein. Dabei ist grundsätzlich zwischen 
chemischer und enzymatischer Synthese zu unterscheiden. Die chemische Synthese von 
poly-LacNAc wurde bereits von mehreren Arbeitsgruppen beschrieben (Alais und Veyrieres, 
1990; Matsuzaki et al., 1993; McAuliffe et al., 1999; Mong et al., 2003; Ueki et al., 2010). 
Allen beschriebenen chemischen Synthesen gemein sind die hohe Anzahl an 
Syntheseschritten und die daraus resultierenden moderaten Ausbeuten. Schlussendlich 
konnten chemisch bisher Strukturen bis zu vier LacNAc-Einheiten in mg-Mengen 
synthetisiert werden (Mong et al., 2003; Ueki et al., 2010). 
Zur enzymatischen Synthese wurden Leloir-Glykosyltransferasen oder Galaktosidasen 
genutzt. Die bakteriellen oder aus Säugetieren stammenden Leloir-Glykosyltransferasen 
β1,4-Galaktosyltransferase (β4GalT) und β1,3-N-Acetylglukosamintransferase (β3GlcNAcT) 
wurden meist sequenziell eingesetzt, wobei eine Reaktion erst abgestoppt bevor die nächste 
gestartet wurde. Glykanstrukturen von bis zu vier LacNAc-Einheiten konnten so synthetisiert 
werden. Der Vorteil der enzymatischen Synthesen mit Leloir-Glykosyltransferasen besteht in 
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der deutlich besseren Ausbeute verglichen mit chemischen Synthesen (Di Virgilio et al., 
1999; Ujita et al., 2000; Naruchi et al., 2006; Vasiliu et al., 2006; Hidari et al., 2008; 
Sauerzapfe et al., 2009). Sowohl chemisch als auch mit der sequenziellen enzymatischen 
Synthese mit Transferasen konnten bisher nur poly-LacNAc Ketten von bis zu vier LacNAc-
Einheiten synthetisiert werden. Mit Hilfe der bakteriellen endo-β-Galaktosidase aus 
Escherichia freudi wurden durch Transglykosylierungsreaktionen ausgehend von 
GlcNAcβ1,3Galβ1,4GlcNAcβ-pNP oder GlcNAcβ1,3(Galβ1,4GlcNAcβ1,3)1Galβ1,4GlcNAcβ-
pNP als Substrat Oligosaccharidstrukturen von bis zu elf Monosacchariden synthetisiert und 
mittels HPLC detektiert. Der bedeutende Nachteil der Galaktosidasereaktion ist allerdings 
die geringe Produktausbeute von nicht mehr als 10%, die durch die Hydrolysereaktion der 
endo-β-Galaktosidase bedingt ist (Murata et al., 2005). Daher sind Transferasen für 
präparative Synthesen von längerkettigen poly-LacNAc-Strukturen aufgrund der besseren 
Ausbeuten geeigneter. In dieser Arbeit wurde ein rekombinantes Konstrukt der katalytischen 
Domäne der humanen β4GalT-1, die zur besseren Expression mit einem Propeptid der Lipase 
aus Staphylococcus hyicus gekoppelt ist, genutzt (Sauerzapfe et al., 2008). Des Weiteren 
wurden eine β3GlcNAcT aus Helicobacter pylori (Logan et al., 2005) und eine UDP-
Glc/GlcNAc 4´-Epimerase aus Campylobacter jejuni (Bernatchez et al., 2005) eingesetzt. Alle 
Enzyme lagen bereits in der Arbeitsgruppe vor und wurden zuvor schon für die sequentielle 
Synthese von poly-LacNAc verwendet (Sauerzapfe et al., 2009). Die sequenzielle Synthese 
besitzt allerdings einige Nachteile: Sie ist sehr zeitaufwendig, es wird viel Enzym und Substrat 
benötigt und 100% Umsatz ist in jedem Schritt notwendig. Generell kann zwischen 
sequenzieller und Eintopfsynthese unterschieden werden. In der Eintopfsynthese werden 
alle Enzyme gleichzeitig eingesetzt. Folglich entsteht eine Mischung von verschiedenen 
Kettenlängen an poly-LacNAc als Produkt. Hierbei ist die Synthesedauer deutlich reduziert, 
jedoch sind sowohl die Synthesebedingungen, als auch Analytik und Aufreinigung deutlich 
komplexer. Die Möglichkeit der Eintopfsynthese wurde bereits als proof-of-principle 
aufgezeigt, jedoch ohne Analyse und Optimierung der Synthesebedingungen und der 
Aufreinigung (Sauerzapfe et al., 2009). 
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1.2 Galektine: LacNAc bindende Proteine in der ECM 
Galektine sind eine Familie von löslichen Proteinen, die β-Galaktoside binden. Sie ist 
definiert durch das Vorhandensein von mindestens einer konservierten carbohydrate 
recognition domain (CRD) mit einer homologen Aminosäuresequenz. Galektine sind 
phylogenetisch weit verbreitet. So findet man sie in Vertebraten, Invertebraten, Pilzen und 
Viren (Elola et al., 2007). Die Anzahl der bisher identifizierten Galektine in Säugetieren liegt 
bei ca. 14, da einigen, wie das Galektin-11, wichtige Aminosäuren der CRD fehlen und keine 
β-Galaktosid-Bindung zeigen (Hughes, 2001; Elola et al., 2007). Genetisch befindet sich eine 
CRD auf drei Exons, wobei das mittlere die meiste Information trägt. Dort sind z.B. vier 
benachbarte β-Stränge und interventing loops des Galektin-1 kodiert und alle 
Aminosäurereste, die mit den Zuckerstrukturen interagieren (Barondes et al., 1994). Die 
Expression von Galektinen ist unterschiedlich. Manche sind spezifisch für bestimmte 
Gewebe, z.B. Galektin-7 in mehrschichtigem Epithelgewebe (Sato et al., 2002). Andere, wie 
Galektin-1 und Galektin-3, werden ubiquitär exprimiert, allerdings abhängig von 
Entwicklungsstatus und physiologischer Regulation (Cooper, 2002). Galektin-1 befindet sich 
hauptsächlich in Skelettmuskulatur und im Herzmuskel, in motorischen und sensorischen 
Neuronen, in Niere, Plazenta und Thymus (Barondes et al., 1994). Galektin-3 wird während 
der ersten drei Monate der humanen Embryogenese ausschließlich in Epithelzellen 
exprimiert. Auch wenn in Erwachsenen das Galektin-3 ubiquitär exprimiert wird, so findet 
man es weiterhin hauptsächlich bei Epithelzellen und myeloiden/amoeboiden Zellen (Dumic 
et al., 2006). Galektin-8 ist in Leber, Herz, Niere, Prostata und Gehirn lokalisiert (Rabinovich 
et al., 2002).  
 
1.2.1 Aufbau und Oligomerisierung 
Eine Klassifizierung der Galektine erfolgt meist aufgrund ihrer molekularen Struktur 
(Hirabayashi und Kasai, 1993; Barondes et al., 1994) (Abbildung 1.3).  
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prototype                    chimera tandem-repeat
 
Abbildung 1.3: Klassifizierung der Galektine anhand der Struktur in prototype, chimera und tandem-repeat 
Typ 
 
Die prototype Galektine bestehen aus einer einzigen CRD mit einer kurzen N-terminalen 
Sequenz. Zu dieser Gruppe gehören die Galektine-1, -2, -5, -7, -10 und -11. Die tandem-
repeat Galektine (4, 6, 8 und 9) besitzen zwei nicht identische CRDs, die durch eine kurze 
Peptidsequenz miteinander verbunden sind. Der einzige Vertreter der dritten Untergruppe, 
dem chimera-Typ, ist das Galektin-3, das eine CRD mit einem N-terminalen Schwanz 
aufweist, der 8-13 Kopien einer Konsensus-Sequenz aus 9 Aminosäuren mit hohem Anteil an 
Prolin, Tyrosin und Glycin besitzt (Hughes, 2001; Elola et al., 2007).   
 
 
Abbildung 1.4: Zwei CRDs des Homodimers Galektins-1 mit gebundenem LacNAc 
Die CRD besteht aus zwei Faltblattstrukturen mit fünf (F1-F5) bzw. sechs (S1-S6) β-Strängen. LacNAc (grün/rot) 
befindet sich in der Bindungstasche (Hartshorn, 2003; Lopez-Lucendo et al., 2004). 
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Eine CRD weist eine Sandwich-Struktur auf bestehend aus 2 β-Faltblättern mit 5 bzw. 6 
Strängen (Abbildung 1.4) (Barondes et al., 1994). Die konkave Seite bildet eine 
Bindungstasche, die lang genug ist, um lineare Oligosaccharide bis zu vier Monosacchariden 
einzuschließen (Loris, 2002; Leffler et al., 2004). Die zuckerbindenden Aminosäuren befinden 
sich hauptsächlich auf den Strängen S4-S6 (Barondes et al., 1994). Eine unterschiedliche 
Bindung verschiedener Galaktoside beruht auf eine veränderte β-Faltblattstruktur im 
Bereich S2-S4, was wahrscheinlich zu einer vergrößerten Bindungstasche führt. Dies könnte 
z.B. die erhöhte Affinität des Galektin-3 zum Blutgruppenantigen A sowie die Bindung von 
linearen poly-LacNAc Strukturen für einige Galektine erklären (Barondes et al., 1994). Bei 
dem tandem-repeat Galektin-8 sind die beiden CRDs nicht identisch. Dadurch unterscheiden 
sie sich auch in ihrer Zuckerbindung (Hirabayashi et al., 2002; Ideo et al., 2003) z.B. führt ein 
Glutaminrest (Gln47) in der N-CRD an Stelle eines Asparaginrestes in der C-CRD dazu, dass die 
N-CRD im Gegensatz zur C-CRD α2,3 sialylierte oder 3-O-sulfatierte Galaktose bindet (Ideo et 
al., 2003). Beide CRDs scheinen allerdings für die biologische Aktivität benötigt zu werden 
(Hirashima et al., 2004; Zick et al., 2004).  
In den folgenden Kapiteln sollen Besonderheiten der Galektine-1, -3 und -8 in ihrer Struktur 
dargestellt werden. 
 
1.2.2 Besonderheit des Galektin-1: oxidative Inaktivierung 
Galektin-1 (Gal-1) ist ein prototype Galektin. Die Größe des Monomers beträgt 135 
Aminosäuren bzw. 14 kDa. Das Gal-1 hat die typische β-Sandwich Faltung eines Galektins. Es 
kommt als Monomer und nicht-kovalentes Dimer vor. Letzteres ist verbunden durch 
hydrophobe Wechselwirkungen im Bereich von S1/F1 (C- und N-Terminus) beider Faltblätter 
(Abbildung 1.4) (Barondes et al., 1994). Beide Bindungsdomänen sind auf der gleichen Seite 
des β-Sandwichs lokalisiert und 46 Å voneinander entfernt. In Lösung erfolgt eine spontane 
Dissoziation des Dimers bei geringer Konzentration (Kd ca. 7 µM) in die monomere Form, die 
immer noch Zucker binden kann (Cho und Cummings, 1995), allerdings mit geringerer 
Affinität (Leppanen et al., 2005). Abgesehen von der Kontaktfläche zur Dimerbildung ist 
seine Oberfläche hauptsächlich sauer. Gal-1 weist keine post-translationalen Modifikationen 
auf (Tracey et al., 1992; Barondes et al., 1994; Liao et al., 1994; Cho und Cummings, 1995; 
He und Baum, 2004; Lopez-Lucendo et al., 2004; Camby et al., 2006). 
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Gal-1 besitzt sechs Cysteinreste, die intra- und intermolekulare Disulfidbindungen eingehen 
können (Cys2- Cys130, Cys16- Cys88, Cys42-Cys60) (Abbildung 1.5). Keines der sechs Cysteinreste 
wird für die direkte Zuckerbindung benötigt  (Hirabayashi und Kasai, 1991; Liao et al., 1994; 
Inagaki et al., 2000). Allerdings ändern die intramolekularen Disulfidbindungen die 
Proteinfaltung (Tracey et al., 1992). Daher besitzt die sekretierte, oxidierte Form mit drei 
intramolekularen Disulfidbindungen keine Galektinaktivität (Horie et al., 1999; Inagaki et al., 
2000; Horie und Kadoya, 2004). Gal-1 ist somit empfindlich gegen oxidative Inaktivierung.  
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Abbildung 1.5: Aminosäuresequenz von Gal-1 mit hoch konservierten Bereichen (grün) und Cysteinresten 
(gelb) (Lopez-Lucendo et al., 2004) 
 
Die Zugabe von DTT zum Wildtypgalektin verhindert die kovalente Dimerisierung (Liao et al., 
1994). 1 mM DTT vermindert die Bildung von oxidiertem Galektin für mindestens 20 Tage. 
Die Zugabe höherer Konzentrationen oder die ständige Zugabe von DTT führt zu einer 
weiteren Verlängerung der Zeit, in der das Galektin reduziert vorliegt (Nishi et al., 2008). 
Hirabayashi et al. beschrieben erstmals eine C2S-Mutante, die unempfindlicher gegen 
Oxidation ist (Hirabayashi und Kasai, 1991). Des Weiteren wurde von verschiedenen 
Arbeitsgruppen eine Mutante untersucht, bei der alle Cysteinreste zu Serinresten mutiert 
wurden (CS-Mutante) (Inagaki et al., 2000; Horie und Kadoya, 2004; Nishi et al., 2008). 
Hirabayashi und Kasai publizierten, dass die Zuckerbindung der C2S-Mutante vergleichbar sei 
mit dem Wildtyp, zudem ist sie stabiler. Die C2S-Mutante bildet im Gegensatz zum Wildtyp 
keine kovalenten Dimere/Oligomere (Hirabayashi und Kasai, 1991). Messungen mittels 
Frontal-Affinitätschromatographie zeigten die gleiche Zuckerbindungsspezifität (Nishi et al., 
2008). Im Gegensatz dazu veröffentlichten Lopez-Lucendo et al., dass die C2S-Mutation auf 
die Zuckerbindung wirkt. Sie zeigten eine Beeinflussung der Interaktion mit Laktose und 
LacNAc und argumentierten, dass der Effekt aufgrund einer weitreichenden Änderung in der 
Proteinfaltung erfolgt (Lopez-Lucendo et al., 2004). Eine Röntgenstrukturanalyse zeigte 
allerdings, dass die Mutationen CS keinen Einfluss auf die Gesamtstruktur haben, obwohl 
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wenige neue Wasserstoffbrückenbindungen gefunden werden konnten (Tracey et al., 1992; 
Nishi et al., 2008). Daher postulierten Nishi et al., dass die Zuckerbindungsspezifität und die 
biologische Aktivität durch die Mutagenisierung kaum beeinflusst werden (Nishi et al., 2008). 
Folglich scheint es möglich zu sein, die Mutante als Modell für den Wildtyp nehmen zu 
können, um in vitro Daten mit einem stabilen Gal-1 zu generieren. Der Vergleich mit in vivo 
Daten sollte mit Vorsicht erfolgen, da die Oxidation evtl. auch der Funktionssteuerung dient. 
 
1.2.3 Besonderheit des Galektin-3: chimäres Galektin 
Das chimäre Galektin-3 (Gal-3) besitzt eine Monomerengröße von 250 Aminosäuren bzw. 26 
kDa. Es liegt als Monomer in Lösung vor (Hsu et al., 1992; Massa et al., 1993; Morris et al., 
2004) und oligomerisiert in geringem Maß bei steigender Konzentration (Morris et al., 2004). 
Die Oligomerisierung bei Gal-3 ist nicht völlig geklärt. Sie erfolgt mit Hilfe von CRD-CRD 
Interaktion und/oder durch die Selbstassoziation des länglichen N-Terminus (Massa et al., 
1993; Kuklinski und Probstmeier, 1998; Ochieng et al., 1998; Yang et al., 1998; Barboni et al., 
2000; Birdsell et al., 2001; Hughes, 2001; Ahmad et al., 2004; Lepur et al., 2012). 
Oligomerisierung wird für die biologische Aktivität benötigt (Karlsson et al., 1998; Dias-
Baruffi et al., 2003; John et al., 2003). 
Das humane Gal-3 wird an der Position Serin-6 phosphoryliert. In vitro kann dies durch die 
Caseinkinase I erfolgen. Die Phosphorylierung reduziert die Bindefähigkeit und hat daher 
wahrscheinlich regulatorischen Charakter (Dumic et al., 2006). Die prolinreiche Region am N-
Terminus kann durch Matrix-Metalloproteinasen gespaltet werden, was die 
Selbstaggregation von Gal-3 verhindert (Barondes et al., 1994; Hirabayashi et al., 2002).  
 
1.2.4 Besonderheit des Galektin-8: verschiedene Isoformen mit 
unterschiedlich langer hinge-Region 
Galektin-8 (Gal-8) wurde erstmals aus einer Rattenleber-cDNA-Bibliothek kloniert (Hadari, 
1995). Das humane Gal-8 wurde in Prostatakarzinomen, wo es als PCTA-1 (prostate 
carcinoma tumor antigen-1) in hohem Maße exprimiert wird, identifiziert (Su et al., 1996). Es 
existieren mindestens sechs verschiedene, gewebespezifische Isoformen des Gal-8 durch 
alternatives splicing von gal-8 mRNA (Bidon-Wagner und Le Pennec, 2004). Stopp-Codons in 
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alternierenden Exons der hinge-Region führen dazu, dass diese Isoformen sowohl zur 
prototype- als auch zur tandem-repeat-Gruppe gehören. Zur letzteren gehören mindestens 
zwei Isoformen. Sie besitzen verschiedene Längen der hinge-Region, die die CRDs 
miteinander verbinden: „Gal-8 medium“ ohne einer Thrombinschnittstelle und „Gal-8 long“ 
mit einer Thrombinschnittstelle (Nishi et al., 2005; Nishi et al., 2006). Die Größe der 
Isoformen beträgt 317 bzw. 359 Aminosäuren bzw. 35,8 bzw. 40,4 kDa. Die kooperative 
Interaktion der zwei CRD und die hinge-Region sind wichtig für die biologische Akitvität (Levy 
et al., 2006). Die N-terminale und die C-terminale CRD besitzen 35% Homologie (Zick, 2004), 
unterscheiden sich aber in ihrer Zuckerbindungsspezifität. 
 
1.2.5 Zuckerbindungsspezifität der Galektine-1, -3 und -8 
Zur Zuckerbindung der Galektine gibt es einige veröffentlichte Daten. Das Hauptproblem 
beim Vergleich der Ergebnisse ist die unterschiedliche Methodik, mit der diese Daten 
generiert wurden. Im Folgenden werden die verschiedenen Assays mit ihren 
unterschiedlichen positiven und negativen Aspekten erläutert. Grundsätzlich kann zwischen 
in vitro und in vivo Experimenten unterschieden werden. Weiterhin können die Versuche 
anhand des immobilisierten Bindungspartners eingruppiert werden. In vitro Assays werden 
mit immobilisierten Galektinen wie Frontal-Affinitätschromatographie (FAC) und ELLA 
(Hirabayashi et al., 2002), mit immobilisierten synthetisierten Glykanen wie Glykanarrays, 
ELLA und Oberflächenplasmonen-resonanzspektroskopie (SPR) (Ideo et al., 2003; Rapoport 
et al., 2008; Stowell et al., 2008; Munoz et al., 2010; www.functionalglycomics.org, 2011) 
und mit immobilisierten natürlichen Liganden (Song et al., 2009) durchgeführt. Außerdem 
gibt es Bindungsversuche in Lösung wie Fluoreszenz-Polarisation oder Titrationscalorimetrie 
(Ahmad et al., 2004; Carlsson et al., 2007). In vivo Assays wurden z.B. mit CHO Zellen 
etabliert (Patnaik et al., 2006). Im Folgenden sollen nun verschiedene Diskussionspunkte, die 
es bei den Assays zu bedenken gilt, dargelegt werden. Es sollte beachtet werden, dass die 
tatsächlich immobilisierte Menge des Liganden nicht bekannt ist. Des Weiteren kann es zu 
unerwünschten Interaktionen mit der Oberfläche kommen. Dies könnte z.B. dazu führen, 
dass immobilisiertes Protein seine Konformation oder seine Oligomerisierung ändert. Ein 
weiterer wichtiger Punkt, den es zu bedenken gilt, ist, dass immobilisierte Strukturen 
multivalent präsentiert werden, die lösliche Komponente allerdings monovalent, was z.B. bei 
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löslichen Zuckerstrukturen nicht dem natürlichen Status entsprechen würde. Aus diesem 
Grund ist die Multivalenz von Zuckerstrukturen wichtig, um der natürlichen Situation zu 
entsprechen. Die Immobilisierung natürlicher Liganden, wie sie von der Arbeitsgruppe um 
Cummings (Song et al., 2009) durchgeführt wurde, ist deshalb der beste in vitro 
Assayaufbau. Ein weiterer Diskussionspunkt sind die Strukturen, die zur Immobilisierung 
oder Detektion genutzt werden. Deren Einfluss kann nicht grundsätzlich ausgeschlossen 
werden. Die Linkerstruktur am Zucker könnte Einfluss auf die Flexibilität der Präsentation 
oder auf den Abstand zur Oberfläche haben. Eine Markierung des Proteins mittels 
Fluoreszenz, Tags o.ä. beeinflusst evtl. deren Bindung, Oligomerisierung etc. Folglich können 
aufgrund der dargelegten Problematik die Ergebnisse der jeweiligen Versuche 
unterschiedlich ausfallen. Daher ist eine Evaluierung des eigenen Systems für 
weiterführende Experimente wichtig. 
 
Zunächst werden generelle Charakteristika der Galektinzuckerbindung dargelegt, bevor die 
Galektine-1, -3 und -8 näher betrachtet werden. Dabei wird vor allem auf die Bindung zu 
(poly-)LacNAc eingegangen. 
Die Zuckerbindung von Galektinen ist unabhängig von zweiwertigen Metallionen. Sie ist 
Enthalpie getrieben, van-der-Waals-Wechselwirkungen und Wasserstoffbrückenbindungen 
sind die Hauptkräfte (Lopez-Lucendo et al., 2004). Als Ligand ist Galaktose essentiell, aber 
das Monosaccharid allein genügt nicht für hochaffine Bindungen. Typische Galektine binden 
LacNAc (Typ 1 oder Typ 2), oft mit einer Präferenz für eine dieser Strukturen und häufig mit 
höherer Affinität für poly-LacNAc und verzweigte komplexe N-Glykane (Sato und Hughes, 
1992; Oda et al., 1993; Ahmed und Vasta, 1994; Gitt et al., 1995; Hirabayashi et al., 2002). 
Anhand der Röntgenstrukturanalyse von Gal-1 (Bourne et al., 1994; Liao et al., 1994) und 
Gal-3 (Seetharaman et al., 1998) und zielgerichteter Mutagenese (Hirabayashi und Kasai, 
1991) konnte die Struktur und insbesondere die Zuckerbindung analysiert werden. Acht 
stark konservative Aminosäuren binden den Zucker durch Wasserstoffbrückenbindungen 
und van-der-Waals-Kräfte an 4-OH und 6-OH der Galaktose und 3-OH des GlcNAc. Eine 
Veränderung an 4-OH und 6-OH der Galaktose wird von keinem der Galektine 1-9 akzeptiert 
(Hirabayashi et al., 2002). 
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Galektin-1 bindet meist an Glykokonjugate, die LacNAc enthalten, hat aber zu LacNAc alleine 
eine geringere Affinität (Kd 50 µM) (Schwarz et al., 1998; Ahmad et al., 2004; Camby et al., 
2006). Zur Bindung von Gal-1 an unterschiedliche poly-LacNAc-Längen wurden einige 
Experimente veröffentlicht. Allerdings sind ihre Ergebnisse je nach Versuchsaufbau sehr 
unterschiedlich. Experimente, in denen der Zucker immobilisiert wurde (ELISA), zeigten eine 
Präferenz zu längerkettigen poly-LacNAc-Strukturen. Dies wurde erklärt unter anderem 
durch den benötigten Abstand zur Oberfläche, möglicherweise sind längerkettige poly-
LacNAc-Strukturen besser zugänglich. Langes poly-LacNAc könnte auch flexibler in der 
Konformation sein und so besser erkannt werden oder die Oligomerisierung fördern (Stowell 
et al., 2004; Leppanen et al., 2005; Rapoport et al., 2008). Versuche, in denen das Galektin 
immobilisiert wurde, zeigten keine klare Tendenz. Hier ist eine Zunahme der Affinität ab dem 
di-LacNAc  (Rapoport et al., 2008) bzw. erst ab tetra-LacNAc (Zhou und Cumming, 1993), 
aber auch kein Anstieg (Hirabayashi et al., 2002; Ahmad et al., 2004; Leppanen et al., 2005; 
Nishi et al., 2008) zu erkennen. Hier genutzte Assays waren: Inhibition der Galektin-
Asialofetuin Bindung in Mikrotiterplatte (Rapoport et al., 2008), Bindung an Galektin-
beladenen Zellen und Nachweis über Durchflusszytometrie (Rapoport et al., 2008), FAC 
(Zhou und Cumming, 1993; Hirabayashi et al., 2002; Nishi et al., 2008) und isothermale 
Titrationsmikrocalorimetrie (Ahmad et al., 2004). 
Die Bindung des Gal-1 an poly-LacNAc erfolgt anscheinend am terminalen LacNAc, das  auch 
α3 sialyliert und α2 fucosyliert, aber nicht α6 sialyliert und am GlcNAc α3 fucosyliert sein 
kann (Di Virgilio et al., 1999; Stowell et al., 2004; Leppanen et al., 2005; Camby et al., 2006). 
Modifikationen des terminalen LacNAc könnten für die Regulation der biologischen Funktion 
von Bedeutung sein (Stowell et al., 2004). Gal-1 bindet nicht an immobilisiertes Tri- oder 
Pentasaccharid (Leppanen et al., 2005). Im Gegensatz zu den gerade zitierten Literaturstellen 
postulierten Zhou und Cummings, dass terminale Galaktose nicht für die Bindung an Gal-1-
Sepharose-Säule notwendig ist (Zhou und Cumming, 1993). 
Biantennäre N-Glykane werden nicht besser gebunden (Leppanen et al., 2005). Triantennäre 
Strukturen erhöhen die Affinität (Kd 4 µM). Mehrere Literaturstellen belegen die 
ausgeprägte Affinität zu komplexen N-Glykanen (Sparrow et al., 1987; Hirabayashi et al., 
2002; Patnaik et al., 2006; Nishi et al., 2008). Folglich ist die multivalente Präsentation von 
Bedeutung. 
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Gal-3 besitzt eine hohe Affinität zu LacNAc im Vergleich zu den Galektinen-1,-2,-7,-8 und -9. 
Es gibt eine deutliche Erhöhung der Bindungsaffinität bei steigender poly-LacNAc-Länge (di-, 
tri-, penta-LacNAc). Die Bindungspräferenz liegt beim Blutgruppenantigen A 
(GalNAcα1,3[Fucα1,2]Gal) und dem Galili-Epitop (Galα1,3LacNAc-R) höher als beim 
Blutgruppenantigen B (Galα1,3[Fucα1,2]Gal) (Hirabayashi et al., 2002; Stowell et al., 2008). 
3-O-Sulfatierung erhöht die Erkennung (Stowell et al., 2008). Die erweiterte Bindungstasche 
von Gal-3 ist verantwortlich für die Erkennung der komplexeren Zucker (Henrick et al., 1998; 
Rini und Lobsanov, 1999; Barboni et al., 2000). Bei der Bindung an monovalente Zucker 
oligomerisiert das Gal-3 nicht und zeigt auch keine Konformationsänderung (Morris et al., 
2004). Im Gegensatz dazu oligomerisiert es bei der Bindung multivalenter Glykokonjugate. 
N-Terminus und C-Terminus sind wahrscheinlich an der Multimerisierung des Proteins 
beteiligt. Kooperativität bei der Bindung benötigt einen intakten N-Terminus (Hsu et al., 
1992; Massa et al., 1993; Yang et al., 1998; Barboni et al., 1999).  
 
Gal-8 zeigt im Vergleich zu LacNAc eine höhere Affinität zu sich wiederholenden LacNAc-
Einheiten und zum Galili-Epitop, Blutgruppenantigen A und B. Wie bereits erwähnt, sind die 
CRDs des Gal-8 nicht homolog und besitzen eine unterschiedliche Zuckerbindespezifität. Gal-
8N bindet das Blutgruppenantigen B, aber nicht A. Gal-8C besitzt eine mittelmäßige Bindung 
zu Blutgruppenantigen A und B. Eine hohe Affinität zu poly-LacNAc besitzen beide CRDs auch 
separat. Gal8N besitzt eine höhere Affinität zu poly-LacNAc mit α2,3Neu5Ac, was keinen 
Effekt auf Gal-8C hat (Hirabayashi et al., 2002; Dam et al., 2005). Unterschiede zu Gal-3 
liegen z.B. in der hochaffinen Bindung von Gal-8 zu sauren Sacchariden wie α2,3 sialylierte 
Laktose. Immobilisiertes Gal-8 besitzt wie Gal-3 eine geringe Affinität zu komplexen N-
Glykanen im Vergleich zu anderen nicht-verzweigten Strukturen wie poly-LacNAc in FAC. 
Zellbasierte Zuckerassays zeigten, dass komplexe N-Glykane die Hauptliganden für Galektine 
sind. Eine Ausnahme bildet das Gal-8N, welches auch CHO-Zellmutanten binden kann, die 
keine komplexe N-Glykane, aber Galaktose in Glykolipiden und O-Glykanen, präsentieren 
(Patnaik et al., 2006).  
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1.2.6 Biologische Funktion der Galektine-1, -3 und -8 in der 
Zelladhäsion 
1.2.6.1 Generelle Aspekte zur galektin-vermittelten Zelladhäsion 
Extrazellulär sind Galektine vielseitige Regulatoren von Zell-Zell- und Zell-Matrix- 
Interaktionen (Hughes, 2001; Elola et al., 2007). Ihre unterschiedlichen biochemischen und 
funktionellen Eigenschaften stimmen mit denen von matrizellulären Proteinen überein: Sie 
besitzen keine strukturgebende Funktion, sie binden an viele Oberflächenrezeptoren und 
ECM-Proteinen und sie besitzen anti-adhäsive und adhäsive Eigenschaften. Die Deletion von 
Galektingenen zeigt keinen Effekt auf die Embryogenese, was eine Redundanz der 
biologischen Funktion vermuten lässt (Bornstein und Sage, 2002). 
Die Funktion als Adhäsionsmolekül wurde durch diverse Experimente mit Bindungen an 
unterschiedliche Zelloberflächenrezeptoren, Integrinen und ECM-Glykoproteinen bestätigt. 
Ebenso wurde die Wichtigkeit von hochaffinen Glykanen wie poly-LacNAc bezüglich der 
Galektin-vermittelten Interaktion von Zelloberflächen demonstriert (Demetriou et al., 2001; 
Ochieng et al., 2004; Patnaik et al., 2006). Zwei Mechanismen der Modulation der 
Zelladhäsion von Galektinen wurden postuliert. Zum einen der Einfluss der Valenz der 
Galektine als direkter Effekt, zum anderen die Aktivierung der Integrine durch die Galektine 
als indirekter Effekt (Hughes, 2001).  
In Bezug auf den direkten Einfluss der Galektine aufgrund ihrer multimeren Bindung werden 
verschiedene Szenarien als Erklärung herangezogen. Monovalente Galektine oder bivalente 
Galektine in hohem Überschuss führen z.B. zu einem Loslösen der Zelle von einer Matrix 
oder von anderen Zellen aufgrund der sterischen Blockade der interagierenden Moleküle 
durch die Galektine. Adhäsion können multivalente Galektine, die sich nicht im Überschuss 
befinden, vermitteln (Hughes, 2001). Die entsprechende Konzentration, bei der z.B. der 
Effekt von Galektin-3 zwischen Adhäsion und Loslösen von Zellen auf einem Lamininsubstrat 
wechselt, liegt im mikromolaren Bereich (LeMarer und Hughes, 1996). In Bezug auf die 
direkte Rolle von Galektinen in der Adhäsion gibt es somit verschiedene Parameter zu 
beachten: den Level der Expression und der extrazellularen Lokalisation, dem 
Glykosylierungsmuster der Zelloberfläche und der Matrixrezeptoren, dem Vorhandensein an 
Rezeptoren, die durch Galektine ligiert sind, und die Bindungsvalenz. Letztere wird 
beeinflusst durch den oligomeren Status bzw. durch die Konzentration (Hughes, 2001). 
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1.2.6.2 Bindepartner der Galektine-1, -3 und -8 
Sekretiertes Gal-1 konzentriert sich typischerweise in der Nähe der Zelle durch Bindung an 
Glykanliganden der Zelloberfläche oder der ECM (He und Baum, 2004). Gal-1 bindet eine 
Anzahl an ECM-Komponenten (Camby et al., 2006) in Konzentration- und β-Galaktose-
abhängiger Weise einschließlich Laminin, Zellfibronektin, Thrombospondin, 
Plasmafibronektin, Vitronektin und Osteopontin mit absteigender Affinität (Moiseeva et al., 
2003; Camby et al., 2006). Gal-3 bindet ebenso einige ECM-Glykoproteine (Ochieng et al., 
1998; Hughes, 2001; Ochieng et al., 2004), unter anderem Fibronektin, Laminin und Kollagen 
IV. Auch für Gal-8 ist die Bindung an Fibronektin beschrieben (Levy et al., 2001). 5-7% des 
Molekulargewichtes von Fibronektin beruht auf Glykosylierung. Fibronektin präsentiert 
sowohl O- als auch N-Glykane, wobei die O-Glykane wahrscheinlich wenig zur 
Galektinbindung beitragen (Tajiri et al., 2005; Patnaik et al., 2006). Hauptliganden der 
Galektine auf Zellen sind N-Glykane, wobei die N-CRD des Gal-8 eine Ausnahme bildet und 
auch O-Glykane bindet (Patnaik et al., 2006). Die N-Glykane des Fibronektins sind 
biantennär, präsentieren kaum repetitive LacNAc-Einheiten und sind oft α2-6 sialyliert (Tajiri 
et al., 2005). Im Gegensatz dazu ist Laminin deutlich stärker N-glykosyliert (mind. 12-15%). 
Ein Großteil der bi- oder triantennären Strukturen trägt poly-LacNAc (Tanzer et al., 1993). 
Kollagen IV besitzt eine N-Glykoslierungsstelle, wobei die biantennäre Struktur heterogen ist 
und zum Teil kein LacNAc enthält (Langeveld et al., 1991). 
Nicht nur lösliche ECM-Glykoproteine werden gebunden, sondern auch membrangebundene 
Glykoproteine. Aufgrund der Menge an Informationen (siehe auch Reviews (Ochieng et al., 
2004; Zick et al., 2004; Elola et al., 2007; Römer und Elling, 2011)) werden hier nur Beispiele 
zur Darlegung der Bedeutung von Galektinen genannt. Gal-1 z.B. erkennt α7β1 Integrin, 
welches das bedeutenste Laminin-bindende Integrin auf differenzierenden Skelett-
Muskelzellen ist. Gal-1 inhibiert die Integrin-Laminin-Bindung und spielt so eine wichtige 
Rolle in der Muskelzellentwicklung (Gu et al., 1994). Gal-3 und Gal-1 binden αMβ2 Integrin, 
auch bekannt als CD11b/18 oder Komplement-Rezeptor, auf Makrophagen und sind dadurch 
in der Immunantwort involviert (Dong und Hughes, 1997; Zick et al., 2004). Gal-8 erkennt die 
Untereinheiten α3, α6 und β1 (Hadari et al., 2000).  α3β1 und α6β1 sind weit verbreitete 
Integrine. Das genaue Glykosylierungsmuster der Integrine ist wahrscheinlich  gewebe-,  zell- 
und entwicklungsspezifisch (Gu et al., 1994; Römer und Elling, 2011). α3β1 Integrin besitzt 14 
potentielle N-Glykosylierungsstellen auf der α-Untereinheit und 12 auf der β1-Untereinheit 
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(Gu et al., 1994). Auf menschlichen Ureter-Epithelium-Zellen (HCV29) konnte eine Vielzahl 
an N-Glykanen des komplexen Typs mit bi-, tri- und tetraantennären Strukturen 
nachgewiesen werden. Oligosaccharide des high mannose-Typs waren weniger vorhanden. 
Ein Anstieg an Sialylierung der β1-Untereinheit korreliert weitesgehend mit einem Abfall an 
Zelladhäsion (Gu et al., 1994). Die Beweisführung der Zuckerabhängigkeit der Galektin-
Integrin-Bindung wurde meist durch Inhibitionstests dargelegt (Yamamoto et al., 2008; 
Diskin et al., 2009). 
 
1.2.6.3 In vitro Versuche zur Zelladhäsion von Galektin-1, -3 und -8 
Gal-1 zeigt in vitro sowohl pro-adhäsive als auch anti-adhäsive Eigenschaften, je nachdem 
wie es eingesetzt wurde (immobilisiert, löslich…), auf welchem Substrat oder mit welchen 
Zellen (Elola et al., 2007). Verschiedene Studien zur Zelladhäsion wurden mit Gal-1 als 
Substrat durchgeführt. Hier zeigte es ausschließlich pro-adhäsiven Charakter. 
Wurden im Gegensatz dazu ECM-Proteine wie Laminin als Substrat gewählt, kann Gal-1 die 
Zelladhäsion von normalen und Krebszellen zu ECM-Proteinen fördern (Zhou und Cumming, 
1993; Mahanthappa et al., 1994; van den Brule et al., 1995). Bewiesen wurde es u.a. durch 
Laktoseinhibition und Galaktose-Analogon-Inhibition und der steigenden Anzahl an 
adhärierten Zellen zur Menge an gebundenem Gal-1 (Zhou und Cumming, 1993; Elola et al., 
2007). Eine dosisabhängige Bindung zu Laminin eröffnet die Möglichkeit, dass die lokale 
Erhöhung oder Erniedrigung der Gal-1-Expression in der Mikroumgebung von Tumoren eine 
Rolle in der Bindung und Loslösung von Krebszellen innerhalb der Krebsprogression spielt 
(van den Brule et al., 1995). Ebenso wurde eine Zelladhäsion mittels Gal-1 an 
immobilisiertem Fibronektin beschrieben (van den Brule et al., 2003). 
Im Gegensatz zu den oben beschriebenen pro-adhäsiven Eigenschaften von Gal-1 wurden 
auch anti-adhäsive Funktionen von Gal-1 auf Laminin und Fibronektin belegt. Ein Vorverdau 
von Laminin mit Glykosidase verhindert Gal-1-induzierte Inhibition der Zelladhäsion. So zeigt 
sich, dass Gal-1 Laminin bindet und nicht an der Zelloberfläche, und ersteres zur Ablösung 
führt (Cooper et al., 1991). Gründe für die verschiedenen Beobachtungen von pro- und anti-
adhäsiver Funktionen könnten z.B. sein: verschiedene Zellmembranrezeptoren für Gal-1 bei 
verschiedenen Zelltypen, verschiedene Zellmembranrezeptoren in jedem Zelltyp für 
Fibronektin und Laminin, Coexpression in den gleichen Zellen von Gal-1 oder anderen 
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Galektinen und die Variation in der Galektinkonzentration und im Oligomerisierungsstatus 
(Elola et al., 2007). 
Des Weiteren induziert Gal-1 homotypische und heterotypische Zell-Zell-Adhäsion und 
beeinflusst die Zellmigration, z.B. die SMC-Migration in Zellkultur durch die Interaktion mit 
Integrinen und ECM-Proteinen wie Laminin und zellulärem Fibronektin (Moiseeva et al., 
1999). Gal-1 hat bei diversen anderen Zelltypen positiven als auch negativen Einfluss auf die 
Zellmigration, ist also gewebespezifisch (Elola et al., 2007). 
 
Auch Gal-3 vermittelt Zelladhäsion und hat somit Einfluss auf verschiedene biologische 
Prozesse. Gal-3 ist z.B. involviert in der negativen Regulation der T-Zell-Aktivierung 
(Demetriou et al., 2001). Große Bedeutung des adhäsiven Charakters scheint Gal-3 auch bei 
der epithelialen Differenzierung zuzukommen sowie während der frühen Entwicklung der 
Niere (Bao und Hughes, 1995; Bao und Hughes, 1999; Bullock et al., 2001; Hughes, 2001). 
Es gibt einige veröffentliche in vitro-Experimente zu Gal-3 vermittelter Zelladhäsion auf ECM-
Proteinen wie Laminin, Fibronektin oder Kollagen IV. In den meisten Fällen erzielt Gal-3 
einen positiven Effekt auf die Zell-Substrat-Adhäsion auf ECM-Substrat, wenn es exogen 
hinzugefügt oder von transfizierten Zellen sekretiert wurde. Gal-3 kann aber auch anti-
adhäsiv wirken z.B. inhibiert Gal-3 in sub-mikromolaren Konzentrationen die Bindung von 
BHK-Fibroblasten zu Laminin (Sato und Hughes, 1992).  
Gal-3 vermittelt homotypische und heterotypische Zell-Zell-Adhäsion wie von einigen 
Gruppen beschrieben (Inohara und Raz, 1995; Swarte et al., 1998; Glinsky et al., 2003). 
Verschiedene Experimente zeigen auch einen deutlichen Einfluss von Gal-3 auf die 
Zellmigration. Es fördert Monozytenmigration und wird als einer der Hauptfaktoren für den 
Einfluss von Makrophagen zur Entzündung angesehen (Sano et al., 2000; Liu, 2005). Auch auf 
verschiedene Tumorzellen hat es einen positiven Migrationseffekt (LeMarer und Hughes, 
1996; Savino et al., 2004). Allerdings gibt es Gegenbeispiele, die mit den oben erwähnten 
Begründungen erklärt werden können. 
 
Für immobilisiertes Gal-8 ist bisher ausschließlich ein positiver Einfluss auf die Zelladhäsion 
beschrieben. Gal-8 als Substrat hat eine ähnlich fördernde Wirkung der Zelladhäsion und 
-ausbreitung wie Fibronektin (FN) und könnte so als neues ECM-Protein klassifiziert werden. 
GST-Gal-8, Gal-8 und FN besitzen ähnlich Adhäsionskinetiken (Levy et al., 2001; Carcamo et 
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al., 2006). Immobilisiertes Gal-8, das nur aus der N-terminalen CRD besteht (Gal-8N), fördert 
fünfmal weniger die Zelladhäsion wie der Wildtyp. Gal-8N bindet Zucker, ist aber weniger 
effektiv in der Adhäsion. Die C-terminale CRD allein hat keinen adhäsiven oder anti-
adhäsiven Charakter. Somit sind wahrscheinlich beide CDRs für die Zelladhäsion notwendig 
(Levy et al., 2001; Levy et al., 2006). Unterschiedliche Ergebnisse gibt es in Bezug auf die 
Wichtigkeit der hinge-Region während der Zelladhäsion. Zum einen wurde publiziert, dass 
Gal-8 die kooperative Interaktion der zwei CRDs und eine richtig orientierte hinge-Region für 
eine effektive Funktion benötigt (Levy et al., 2006). Zum anderen, dass die Entfernung der 
kompletten hinge-Region die Stabilität gegen Proteolyse ohne negativen Effekt auf die 
Zelladhäsion verbessert (Nishi et al., 2005). 
Lösliches Gal-8 inhibiert die Zelladhäsion wahrscheinlich durch die Blockade der Rezeptoren 
(Levy et al., 2001; Cao et al., 2002). Immobilisiertes Gal-8 stimuliert die Zellmigration, 
lösliches reduziert die Migration in vitro (Camby et al., 2001; Levy et al., 2001; Nagy et al., 
2002). 
 
Wie hier dokumentiert spielen die Galektine-1, -3 und -8 eine wichtige Rolle in der 
Zelladhäsion durch ihre Bindung an (poly-)LacNAc Strukturen. Die Galektine wurden 
aufgrund ihrer Struktur und Bindeeigenschaften ausgewählt, um auf immobilisierten poly-
LacNAc-Strukturen als variables und flexibles Bindeglied zu ECM-Glykoproteinen oder der 
Zelloberfläche zu agieren. So könnten sie die Zelladhäsion auf neuartigen Oberflächen 
fördern.  
 
1.3 Biofunktionalisierung von Oberflächen in der 
Biomaterialforschung 
Zwei wichtige Punkte in der Entwicklung einer Biomaterialoberfläche sind die Verhinderung 
unspezifischer Protein- und Zelladsorption und die Möglichkeit zur Präsentation von 
spezifischen, bioaktiven Liganden auf der Oberfläche (Zhang et al., 1998). Biomimetische 
Materialien sollen Implantate besser in das umgebende Gewebe einbetten, die biologische 
Antwort auf den Fremdkörper kontrollieren und im besten Fall die Heilung unterstützen 
(Ratner und Bryant, 2004). Die Oberflächenaktivierung bestimmt die Kompatibilität mit dem 
Immunsystem (Ratner und Bryant, 2004; Peppas et al., 2006). Die Prävention von 
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unspezifischer Proteinadsorption verhindert eine Abstoßungsreaktion des Biomaterials. 
Spezifische Liganden sollen zu spezifischer Zelladhäsion führen (Hersel et al., 2003; Zhu, 
2010). Ein großer Teil der Forschungsgruppen nutzt spezifische Peptidsequenzen von ECM-
Proteinen als spezifische Liganden. Allerdings können Peptide nicht als adäquater Ersatz der 
Multifunktionalität der ECM Proteine dienen und spiegeln kaum die Komplexität der 
Mikroumgebung der Zellen wieder. Werden im Gegensatz dazu komplette ECM-Proteine 
immobilisiert, könnten diese ihre Funktionalität durch die kovalente Anbindung einbüßen  
(Hersel et al., 2003; Li et al., 2006). 
 
Es existieren nur wenige veröffentlichte Experimente zur Biomimetik mit Zuckerstrukturen 
und Galektinen zwecks Biofunktionalisierung von Biomaterialen. Ein Beispiel ist die Nutzung 
von Laktose-modifiziertem Chitosan (ein natürlich vorkommendes Polysaccharid)  als 
Substrat für die Zelladhäsion von Chondrozyten (Marcon et al., 2005). Die natürliche Gal-1 
Expression war bei der Kultivierung auf dem Polysaccharid erhöht. Daraus wurde gefolgert, 
dass Gal-1 als natürlicher Linker zwischen dem Laktose-modifiziertem Chitosan und den 
Zellen dient. Des Weiteren ist es möglich, durch die Funktionalisierung von Chitosan-PLGA 
(Polylactid-co-Glycolid, ein gängiges Biomaterial) mit Gal-1, die Zelladhäsion und das 
Zellwachstum von Rattenchondrozyten zu erhöhen (Chen et al., 2010). Außerdem förderte 
die Gal-1-Immobilisierung die Zell-Zell-Aggregation und die Zellmigration auf der Oberfläche, 
was Gal-1 für Biomaterialien im Bereich Knorpelaufbau interessant macht. Im Bereich tissue 
engineering der Leber wurde Galaktose auf natürliche oder künstliche Polymere gebunden 
(Kim et al., 2011). Diese wird vom zellmembrangebundenen C-Typ Lektin 
Asialoglykoproteinrezeptor der Hepatozyten bei der initialen Zelladhäsion gebunden. Im 
Gegensatz zu diesem C-Typ Lektin ist die Bindung von Monosacchariden für Galektine meist 
nicht affin genug. Oligomere poly-LacNAc-Strukturen sind erforderlich. Wang et al. konnten 
die Adhäsion und Proliferation von humanen Hautfibroblasten auf Chitosan durch das 
Pflanzenlektin wheat germ agglutinin (WGA) erhöhen (Wang et al., 2003). Reska und 
Gasteier et al. immobilisierten das Pflanzenlektin Concanavalin A kovalent auf Hydrogelen, 
um Insektenneuronen die Adhäsion zu ermöglichen (Gasteier et al., 2007; Reska et al., 
2008).  
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Eines der Hauptmaterialien, die in der Biomaterialforschung verwendet werden, sind 
Hydrogele. Es sind wasserspeichernde Polymere, die ähnliche Eigenschaften wie Gewebe 
besitzen. Ein weit verbreitetes Polymer ist Polyethylenglykol (PEG) (Zhu, 2010). PEG ist 
hydrophil, ungeladen, flexibel und nicht toxisch oder immunogen. Vor allem ist es inert 
gegenüber biologischen Systemen und verhindert unspezifische Proteinadsorption (Feldman 
et al., 1999; Groll et al., 2005). Im Bereich Biosensoren oder Interaktionsscreeningassays 
werden die meisten PEG-Oberflächen über Thiolgruppen auf Goldoberflächen als self-
assembled monolayer angefertigt. Nach der Herstellung der Schicht kann eine Funktionalität 
der Oberfläche dadurch erreicht werden, dass Teile des PEG funktionalisierbare Endgruppen 
wie Amino- oder Carboxylgruppen tragen, die chemisch verändert werden können. 
Kohlenhydrate wurden auf PEG-Goldoberflächen durch Michael-Addition immobilisiert 
(Prime und Whitesides, 1991; Mrksich und Whitesides, 1996; Wang et al., 1997; Harder et 
al., 1998; Feldman et al., 1999; Peppas et al., 2006; Kawaguchi et al., 2007; Anderson et al., 
2008; Mehne et al., 2008; Cheng et al., 2011).  
Von Groll et al. wurde sternförmiges PEG entwickelt (NCO-sP(EO-stat-PO)), das im Vergleich 
zu linearem PEG bessere nicht-adsorbierbare Eigenschaften besitzt (Amirgoulova et al., 
2004; Groll et al., 2005; Reska, 2009; Grafahrend et al., 2011). 
 
R-NCO + H2O R-NH2
R-NCO + H2N-R´ R-NH-CO-NH-R´
 
Abbildung 1.6: Quervernetzung der NCO-sP(EO-stat-PO) basierend auf (Gasteier et al., 2007) 
 
Das Monomer des Hydrogels ist ein sechsarmiges, sternförmiges Molekül aus Ethylenoxid-
stat-Propylenoxid mit endständigen Isocyanatgruppen (NCO-sP(EO-stat-PO)). Diese dienen 
zur Quervernetzung und zum Immobilisieren von bioaktiven Substanzen  (Abbildung 1.6). Die 
Isocyanatgruppen reagieren in Anwesenheit von Wasser zu Aminogruppen, die wiederum 
mit Isocyanatgruppen zu Ureagruppen reagieren können, so dass die PEG-Moleküle sich 
quervernetzen. Über die Aminogruppen von Proteinen können diese auf dem noch nicht 
vollständig auspolymerisierten Hydrogel kovalent immobilisiert werden (Gasteier et al., 
2007). 
Um die Zuckerstrukturen zu immobilisieren, wird in dieser Arbeit ein chemisch modifiziertes 
GlcNAc als Ausgangssubstrat genutzt (Sauerzapfe, 2008). Es besitzt eine Linkerstruktur am 
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C1 des GlcNAc, die wiederum eine tBoc geschützte Aminogruppe enthält. Die tBoc-Gruppe 
kann durch milde Säurebehandlung bei 4 °C entfernt werden (Abbildung 1.7). 
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Abbildung 1.7:  GlcNAc-Linker-tBoc, das Substrat der poly-LacNAc-Synthese mit Linker und tBoc-geschützer 
Aminogruppe 
 
Die Funktionalisierung des Hydrogels kann flächig durch Inkubation mit der Ligandenlösung 
erfolgen oder in speziellen Strukturen durch Mikrokontaktstempeln (Groll et al., 2005). 
Dadurch konnte z.B. das Wachstum von Insektenneuriten auf dem gestempeltem Lektin 
Concanavalin A gerichtet erfolgen (Reska et al., 2008).  Die Peptidsequenz RGD aus dem 
ECM-Protein Fibronektin wurde an NCO-sP(EO-stat-PO) immobilisiert und das Wachstum 
von Fibroblasten, Osteosarkomazellen und humanen mesenchymalen Stammzellen 
untersucht. Es konnte kein Unterschied in der Zelladhäsion und –vitalität im Vergleich zu 
Polystyrol festgestellt werden (Groll et al., 2005). Nicht nur flächig sondern auch 
dreidimensional wurde das beschriebene System eingesetzt. Fasern aus poly(D,L-Laktid-co-
Glykolid) und NCO-sP(EO-stat-PO) wurden mit der RGD-Sequenz funktionalisiert. 
Anschließend wurde das Wachstum von Fibroblasten untersucht. Sie zeigten erhöhte 
Zellvitalität und verbesserte Adhäsion (Grafahrend et al., 2011).  
Damit vereint  NCO-sP(EO-stat-PO) mehrere Vorteile. Durch die kovalente Anbindung kann 
vor allem bei langfristigen Experimenten gewährt werden, dass die Funktionalisierung sich 
nicht von der Oberfläche ablöst (Yap und Zhang, 2007). Des Weiteren kann durch die 
Isocyanatgruppen die kovalente Funktionalisierung sehr einfach erfolgen und benötigt keine 
weitere Aktivierung oder Crosslinker. NCO-sP(EO-stat-PO) ist außerdem flexibel bzgl. der 
Oberflächentopologie. So könnten verschiedenste Oberflächen wie Stents, Biosensoren o.ä. 
damit funktionalisiert werden. 
 
Die meisten Systeme im Bereich Biosensoren bzw. Interaktionsassays sind auf spezialisierte 
Sensoren oder Modelsubstrate begrenzt und können nicht auf ein einfaches und weit 
verbreitetes 96-Mikrotiterplatten-Format übertragen werden. Ein Testsystem mit Hydrogel 
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in der Mikrotiterplatte könnte die Vorteile der Biofunktionalisierung von Hydrogelen mit den 
Vorteilen einer einfachen und günstigen Detektionstechnik kombinieren. Die Beschichtung 
der Mikrotiterplatte wäre idealerweise leicht anwendbar ohne eine komplexe Apparatur. 
Dadurch könnte eine Vielzahl unterschiedlicher Liganden gebunden und getestet werden. 
Des Weiteren könnten Zellexperimente mit hohem Durchsatz mit diesem System erfolgen 
wie Zytotoxizitätsscreenings, Untersuchungen zum Zellwachstum auf verschiedenen 
Oberflächen oder Screenings auf aktive Substanzen.  
 
Die vorliegende Literatur führte zur Idee, ein neues Testsystems mit Hydrogel im 96-
Mikrotiterplatten-Format zu etablieren. Mit Hilfe dieses Systems sollte eine neuartige 
Biomaterialoberfläche mit poly-LacNAc und Galektinen aufgebaut und mit Zellexperimenten 
charakterisiert werden. Die Biofunktionalisierung erfordert jedoch die Produktion von 
Zuckerstrukturen und Galektinen im Großmaßstab.  
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2 Zielsetzung 
Wie in den Kapiteln zuvor dargelegt, spielen poly-LacNAc und Galektine eine wichtige Rolle 
in der Zelladhäsion. Daher sind sie zur Anbindung von Zellen an künstlichen Oberflächen, wie 
Biomaterialien, hervorragend geeignet. Dabei könnte die natürliche ECM als Vorbild zur 
Biofunktionalisierung dienen: Poly-LacNAc, gebunden auf einer Oberfläche, kann ECM-
Proteine natürlich präsentieren. Dies geschieht durch die Fähigkeit der Galektine, diese mit 
dem poly-LacNAc zu verknüpfen (Abbildung 2.1). 
 
ECM-Glykoprotein 
und/oder 
Zelloberfläche
Galektin
Zelle
Immobilisierter
Zucker
Biomaterial
 
Abbildung 2.1: Aufbau einer künstlichen extrazellulären Matrix 
Die Biofunktionalisierung der hydrogelmodifizierten Biomaterialoberfläche erfolgt durch poly-LacNAc. Dieses 
kann von Galektinen gebunden werden. Durch die Oligomerisierung können Galektine ECM-Glykoproteine in 
natürlicher Form auf der biofunktionalisierten Oberfläche präsentieren und somit die Zelladhäsion 
ermöglichen. 
 
Ziel der Arbeit ist es, eine solche mimetische ECM auf einer NCO-sP(EO-stat-PO)-Oberfläche 
aufzubauen und zu validieren.  
Im ersten Teil der Arbeit sollte die Synthese von poly-LacNAc-Strukturen aufbauend auf den 
Arbeiten von Birgit Sauerzapfe (Sauerzapfe, 2008; Sauerzapfe et al., 2009) optimiert werden. 
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Die poly-LacNAc-Strukturen sollten in größerem Maßstab kostengünstig und ohne größeren 
zeitlichen Aufwand mit hoher Ausbeute produziert werden. Zur Optimierung der Synthese 
sollte die Methodik der Expression der Enzyme, die Synthesedurchführung und Aufreinigung 
verbessert werden. Dabei waren insbesondere dreistellige mg-Mengen an längerkettigen 
Strukturen von Interesse. Strukturen bis zu vier LacNAc-Einheiten sind bereits publiziert. 
Längere Strukturen waren angestrebt. Da die sequenzielle Synthese dabei als zu 
zeitaufwendig betrachtet wurde, sollte zusätzlich die poly-LacNAc-Synthese im 
Eintopfverfahren charakterisiert und im Maßstab vergrößert werden. Durch die 
Fraktionierung einer Mischung sollten längere poly-LacNAc Strukturen isoliert und mittels 
MS und NMR verifiziert werden. Die spätere Biofunktionalisierung von Hydrogeloberflächen 
sollte sowohl mittels definierten poly-LacNAc-Mischungen als auch mit einzelnen Strukturen 
erfolgen.  
Im zweiten Teil sollten die humanen Galektine-1, -3 und -8 kloniert, exprimiert und 
charakterisiert werden. Die Einschätzung sollte insbesondere im Hinblick auf den Aufbau 
einer künstlichen ECM erfolgen. Daher waren besonders die Bindungen zu den 
synthetisierten poly-LacNAc-Strukturen und zu verschiedenen ECM-Glykoproteinen von 
Belang, aber auch proteinchemische Eigenschaften wie Stabilität und Einfluss von His6-Tag. 
Im dritten Teil sollte der Aufbau einer künstlichen ECM auf NCO-sP(EO-stat-PO) erfolgen. 
Dabei sollte die Bindung von Zuckerstrukturen auf Hydrogelen in einer 96er Mikrotiterplatte 
als Teil eines neuartigen, einfachen Screeningsystems etabliert werden. Durch Nutzen des 
Hydrogels auf kommerziellen Platten sollte die Möglichkeit geschaffen werden, viele 
unterschiedliche Ligandeninteraktionen auf einer per se inerten Oberfläche zu testen und zu 
quantifizieren. Des Weiteren sollte der biomimetische Aufbau erstmals mit der poly-LacNAc-
Mischung und den humanen Galektinen gezeigt werden. Anschließend sollte die neuartige 
künstliche ECM mit Zellexperimenten getestet und bewertet werden.  
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3 Ergebnisse und Diskussion 
3.1 Optimierung der enzymatischen poly-LacNAc-Synthese 
Im ersten Teil der Arbeit soll die Synthese der linearen Oligosaccharidstruktur poly-LacNAc 
im Vordergrund stehen. Sie erfolgte ausgehend von der in Kooperation mit der 
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Vladimír Křen (Laboratory of Biotransformation, Institute of 
Microbiology, Czech Acadamy of Science, Prague) chemisch hergestellt, am C1 modifizierten 
N-Acetylglukosamin „GlcNAc-linker-NH2-tBoc“ (1) (Abbildung 3.1). 
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Abbildung 3.1: Sequenzielle Synthese von poly-LacNAc-linker-NH2-tBoc Strukturen bis zum 
Hexasaccharid (4b) 
Ausgehend vom chemisch modifizierten GlcNAc-linker-NH2-tBoc (1) erfolgt die sequenzielle Synthese durch 
abwechselnde Zugabe von β4Gal-T1 und UDP-Gal zur Synthese geradzahliger Strukturen (2, 4a, 4b) und bzw. 
β3GlcNAc-T und UDP-GlcNAc zur Synthese von ungeradzahligen Strukturen (3a, 3b). Die Reaktionen werden 
nach 100%igem Umsatz abgestoppt, damit keine Mischungen entstehen. Die Analytik erfolgt über HPLC-MS. 
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Generell sind zwei Strategien zu unterscheiden: die sequenzielle Synthese (Abbildung 3.1), 
bei der nach jedem Syntheseschritt die Reaktion durch Denaturierung des Enzyms 
abgestoppt wird, und die Eintopfsynthese (Kapitel 3.1.2), bei der die Enzyme alle aktiv in der 
Lösung vorliegen und so eine Mischung der Produkte entsteht. Bereits von B. Sauerzapfe 
(Sauerzapfe, 2008) wurden beide Strategien analytisch durchgeführt. In dieser Arbeit jedoch 
wurden beide Strategien weiterentwickelt, genauer analysiert und semi-präparativ 
bewerkstelligt. Die Versuche stammen zu einem großen Teil aus der Bachelor- und 
Masterarbeit von Ruben Rosencrantz, die unter meiner Anleitung durchgeführt wurde. 
Die Synthese erfolgte mit Hilfe der Enzyme β4GalT-1 (His6Propeptid-katβ4GalT-1) und 
β3GlcNAcT (Logan et al., 2005; Sauerzapfe et al., 2008). Sie wurde durch die Nutzung von 
Epimerase (Bernatchez et al., 2005) und UDP-Glc optimiert, wodurch die Verwendung des 
deutlich kostenintensiveren Substrates UDP-Gal vermieden werden konnte. Die 
Eintopfsynthese wurde zunächst mit UDP-Gal als Substrat und mit den Enzymen β4GalT und 
β3GlcNAcT charakterisiert, um den Einfluss des Verhältnisses der 
Glykosyltransferasenaktivität, des Verhältnisses von Donor- und 
Akzeptorsubstratkonzentration und der Kettenlänge mit LacNAc Oligomeren als Substrat zu 
untersuchen. Anschließend erfolgte die semi-präparative Synthese. Zu Beginn wurden 
Einzelketten semi-präparativ hergestellt, um Referenzen für die Mischungen im HPLC-
Chromatogramm  zu erhalten. 
Für die Charakterisierung der Synthese und die semi-präparative Produktion von poly-
LacNAc-Oligomeren war eine entsprechende Menge an Enzym erforderlich. Daher musste 
die Methodik zur Produktion und Charakterisierung der Enzyme verbessert werden. 
Aufgrund dessen wurde die Expression der Enzyme im Fermenter etabliert (Kapitel 5.5.2, 
5.5.3). So konnten 50-90 g Zellen pro Liter Medium anstatt 13-18 g/l im Schüttelkolben 
innerhalb des gleichen Zeitraums produziert werden. Des Weiteren wurden die 
Aktivitätsmessungen über die HPLC etabliert (Kapitel 5.6.5), um zuverlässigere Werte für die 
zu optimierende Synthese zu erhalten.  
Ausgehend von den in diesem Kapitel vorgestellten Zuckerstrukturen erfolgte die 
Charakterisierung der Galektine (Kapitel 3.2) und die Testung auf Hydrogeloberflächen und 
Zellexperimenten (Kapitel 3.3). 
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3.1.1 Sequenzielle, semi-präparative Synthese 
Die sequenzielle Synthese von definierten poly-LacNAc-Oligosacchariden erfolgte bis zum 
Heptasaccharid. Sie diente als Standard für die Zuordnung unbekannter Proben über 
analytische HPLC basierend auf der Retentionszeit. Sie wurde bereits von Birgit Sauerzapfe 
im analytischen Maßstab (8-17 µmol) beschrieben (Sauerzapfe, 2008). In dieser Arbeit 
erfolgte eine Maßstabsvergrößerung der Synthese auf 100-200 µmol Substrat (117-190 mg). 
Die Bestimmung der Produkte erfolgte mittels HPLC und ESI-MS (Tabelle 3.1 und Anhang). 
Reinheiten von ca. 95% und Ausbeuten nach dem Entschützen bis zu 100% wurden erreicht. 
 
Tabelle 3.1: ESI-MS-Daten (m/z) der definierten poly-LacNAc Produkte aus der sequenziellen Synthese (Rech 
et al., 2011). 
Probe Masse  Produkt 
 Gefunden [M-H]- 
m/z 
Errechnet [M-H]- 
m/z 
 
A 583.3 583.229 2 
B 786.6 786.308 3a 
C 948.5 948.361 4a 
D 1151.4 1151.440 3b 
E 1313.6 1313.493 4b 
 
 
Die Arbeitsgruppe um Ola Blixt publizierten Mengen von 10 g LacNAc-R mit 96% Ausbeute, 
4 g di-LacNAc-R mit 21% Ausbeute, 3,2 g tri-LacNAc-R mit 12% Ausbeute und 0,1 g tetra-
LacNAc-R mit 0,3% Ausbeute in der sequenziellen enzymatischen Synthese, ausgehend von 
einem Monosaccharid-linker-Azid mit dem Fusionsprotein β4GalT-GalE aus der bakteriellen 
GalT LgtB und UDP-Glc 4´-Epimerase und der β3GlcNAcT LgtA (Vasiliu et al., 2006). Im 
Gegensatz dazu war es in der vorliegenden Arbeit möglich, Ausbeuten von 71-83% für das 
Pentasaccharid, ausgehend von GlcNAc-linker-NH2-tBoc nach dem Abtrennen des Enzyms 
durch Ultrafiltration zu erhalten. Dies ist deutlich besser als publizierte Daten ausgehend 
vom Monosaccharid (Vasiliu et al., 2006). 
 
40   Ergebnisse und Diskussion 
Die präsentierten Ergebnisse wurden mit dem Nukleotidzucker UDP-Gal durchgeführt. 
Dieser ist jedoch deutlich teurer als UDP-Glc (631 € / 50 mg statt 83,80 € / 100 mg, 
Listenpreis Sigma-Aldrich, Stand: 18.07.2013). Daher wurde UDP-Gal mittels UDP-Glc 4´-
Epimerase aus Campylobacter jejuni aus UDP-Glc im gleichen Syntheseansatz hergestellt wie 
bei Birgit Sauerzapfe ausschließlich für die LacNAc-Synthese beschrieben (Sauerzapfe, 2008). 
Die sequenzielle Synthese wurde daher um das Enzym UDP-Glc 4´-Epimerase bei der 
Synthese aller geradzahligen Zucker erweitert.  
Die semi-präparative Synthese des LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) erfolgte ausgehend von 
GlcNAc-linker-NH2-tBoc (1) mit UDP-Glc als Substrat und UDP-Glc 4´-Epimerase und 
β4GalT-1. Die optimale UDP-Glc Konzentration wurde zunächst im analytischen Maßstab 
bestimmt (Abbildung 3.2). Dabei wurde eine 100%ige Umsetzung des Substrates nach 24 h 
mit 15 mM UDP-Glc erreicht.  
 
 
  
Abbildung 3.2: Syntheseumsatz von GlcNAc-linker-NH2-tBoc (1) zu LacNAc-linker- NH2-tBoc (2) mit 
unterschiedlichen Konzentrationen von UDP-Glc.  
Die Synthese von LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) erfolgte mit UDP-Glc 4´-Epimerase und verschiedenen 
Konzentrationen von UDP-Glc im analytischen Maßstab. Die Konzentration des Akzeptorsubstrates (1) betrug 
2.5 mM. Die Synthese wurde nach 24 h (schwarz) und 48 h (grau) Inkubation abgestoppt und die Produkte 
mittels HPLC analysiert (Rech et al., 2011). 
 
Diese Konzentration wurde anschließend im semi-präparativen Maßstab angewendet. Nach 
24 h wurde eine 100%ige Umsetzung und nach Denaturierung und Entfernen der Enzyme  
durch Ultrafiltration eine Ausbeute von 99% (247 µmol, 144,5 mg) erreicht. 
Die Synthesen der weiteren Zucker bis zum Heptasaccharid wurden mit 7,5 mM UDP-Glc in 
einem Maßstab von 3-23 µmol hergestellt und mittels HPLC identifiziert. Ca. 0,5 ml 2-10 mM 
Syntheseansatz wurden mit Sep-Pak-Säulen aufgereinigt, unter sauren Bedingungen 
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entschützt und über Dowex M-43 von der Säure befreit. Die Synthese war dabei bedeutend 
langsamer und schlechter zu reproduzieren im Vergleich zu der ohne Epimerase. 
 
3.1.2 Charakterisierung der Eintopfsynthese 
Die sequenzielle Synthese kostet Zeit, Material und Enzyme. Daher soll die Eintopfsynthese 
mit den rekombinanten Leloir-Glykosyltransferasen β4GalT-1 und β3GlcNAcT weiter 
charakterisiert werden, um höherkettige poly-LacNAc Ketten schneller in größeren Mengen 
herzustellen. Abbildung 1.1 erläutert die Synthesestrategie. Aufgrund der Ergebnisse aus 
vorangegangenen Arbeiten (Sauerzapfe et al., 2009) wird zunächst LacNAc-linker-NH2-tBoc 
(2) aus GlcNAc-linker-NH2-tBoc (1) wie in Kapitel 3.1.1 beschrieben hergestellt. Anschließend 
erfolgt die Eintopfsynthese mit den Glykosyltransferasen β4GalT-1 und β3GlcNAcT 
ausgehend von LacNAc-linker-NH2-tBoc (2).  
 
42   Ergebnisse und Diskussion 
O
HO
HO
OH
O
OH
O
HO
AcHN
OH
HO O
HO
AcHN
OH
O
N
H
H
N
O
N
H
S
O
N
H
H
N
O
N
H
S
2
1
β4Gal-T1
UDP-GalUDP-Glc
UDP-Glc-4´-Epimerase
UDPUridin + 2 Pi
AP
O
HO
OH
O
OH
O
HO
AcHN
OH
O O
HO
AcHN
OH
O
O
HO
OH
OH
HO
O
HO
OH
O
OH
O
HO
AcHN
OH
HO O
HO
AcHN
OH
O
O
N
H
H
N
O
N
H
S
O
N
H
H
N
O
N
H
S
m
n
2
β4Gal-T1
UDP-Gal UDP-Glc
UDP-Glc-4´-Epimerase
UDPUridin + 2 Pi
AP AP
Uridin + 2 Pi
β3GlcNAc-T
UDP-GlcNAc
UDP
3a-d
4a-d
A
B
 
Abbildung 3.3: Synthesestrategie der poly-LacNAc Eintopfsynthese.  
A: Synthese des LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) aus GlcNAc-linker-NH2-tBoc (1). B: Synthese der poly-LacNAc 
Mischung in der Eintopfsynthese ausgehend von LacNAc-linker-NH2-tBoc (2). Modifiziert nach (Rech et al., 
2011). 
 
Mit dem Ziel definierte poly-LacNAc-Mischungen für Galektinbindungsstudien herzustellen, 
mussten verschiedene Parameter untersucht werden, um die optimalen Bedingungen in der 
semi-präparativen Synthese einstellen zu können. 
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3.1.2.1 Einfluss der Enzymaktivitäten und deren Verhältnisse 
Die Aktivität der in der poly-LacNAc-Synthese eingesetzten Enzyme ist bedingt durch die 
Expressions- und Reaktionsbedingungen. Die β4GalT-1 benötigt eine essentielle 
Disulfidbindung im katalytischen Zentrum (Wang et al., 1994), wobei die β3GlcNAcT von 
Helicobacter pylori erhöhte Aktivität in Gegenwart von reduzierenden Substanzen zeigt 
(Logan et al., 2005). Da die Expression der Enzyme in E. coli BL21 (DE3) erfolgte, sollten 
aufgrund der reduzierenden Bedingungen im Cytoplasma von E. coli BL21 (DE3) keine 
Disulfidbindungen ausgebildet werden. Dies wurde experimentell bestätigt, da die Aktivität 
der β4GalT-1 ohne DTT kaum Abweichung zu Assays mit 0,5-10 mM DTT zeigte. Folglich 
wurden die poly-LacNAc-Synthesen zu Gunsten der Aktivität der β3GlcNAcT mit DTT 
ausgeführt. Limitierend ist die Aktivität der β4GalT-1 mit ca. 80 mU/ml (spezifische Akt. 100-
150 mU/mg). Aufkonzentrieren führte nur bedingt zur Steigerung der volumetrischen 
Aktivität, wahrscheinlich durch die Neigung zur Aggregatbildung wie bereits für die humane 
GalT aus Muttermilch beschrieben (Khatra et al., 1974). 
 
Zunächst sollte das Enzymverhältnis β4GalT:β3GlcNAcT optimiert werden. Erwartet wurde, 
dass die Verteilung der Kettenlänge von dem Enzymverhältnis deutlich abhängt. Hierbei 
müssen jedoch für die spätere Applikation der Strukturen unterschiedliche Ziele verfolgt 
werden. Zum einen soll das Substrat LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) schnell und effizient 
abgebaut werden. Dafür wird ausreichend β3GlcNAcT-Aktivität benötigt. Zum anderen 
werden meist Galaktose terminierte Strukturen für Galektin-Bindungsstudien benötigt, was 
sich theoretisch bei einem Überschuss an β4GalT-1 einstellen würde. 
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Abbildung 3.4: Verteilung der poly-LacNAc Ketten in einer Eintopfsynthese mit unterschiedlichen 
Enzymverhältnissen β4GalT:β3GlcNAcT. 
Die Eintopfsynthese erfolgte bei verschiedenen β4GalT:β3GlcNAcT-Verhältnissen bei einem dreifachen 
Überschuss an Nukleotidzucker zu 2,5 mM Akzeptorsubstrates LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) und wurde nach 24 h 
abgestoppt. Die Identifikation der Produkte erfolgte durch Standards der sequenziellen Synthese bis zum  
Hexasaccharid (4b). (Rech et al., 2011) 
 
Die HPLC-Ergebnisse einer Eintopfsynthese mit unterschiedlichen Enzymverhältnissen zeigen 
einen Umsatz des Substrats LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) mit mehr als 95% nach 24 h bei 
gleicher Menge oder bei Überschuss an β3GlcNAcT. Außerdem entstehen ungradzahlige 
poly-LacNAc Ketten als Hauptprodukte, auch bei einem Überschuss an β4GalT. Die 
Hauptprodukte der Synthese sind das Tri- und das Penta-Saccharid (3a und 3b). Erwartet 
wird bei einem Überschuss an β4GalT in der poly-LacNAc-Synthese von LacNAc-linker-NH2-
tBoc (2) ausgehend, dass kaum weitere Produkte entstehen, da das Substrat kaum 
umgesetzt wird, und dass die entstehenden Produkte geradzahlig sind. Dies ist nur bei sehr 
hohem, siebenfachem, Überschuss der Fall (Ergebnisse nicht gezeigt). Bei geringerem 
Überschuss an β4GalT ist zu erkennen, dass GlcNAc terminierte Produkte entstehen. Dies 
führt zu der Vermutung, dass die Enzyme zu den verschiedenen Kettenlängen 
unterschiedliche Aktivitäten zeigen und dadurch die durch den Versuchsaufbau definierten 
Aktivitätsverhältnisse sich bei höheren Kettenlängen zu Gunsten der β3GlcNAcT verändern. 
Die Aktivitäten der β4GalT bzw. β3GlcNAcT wurden grundsätzlich mit den Substraten 
GlcNAc-linker-NH2-tBoc (1) und LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) bestimmt. 
Für die poly-LacNAc-Synthese zur Immobilisierung an Oberflächen bedeuten die 
Experimente zum Enzymverhältnis, dass zunächst auf genügend Gesamtaktivität zu achten 
ist (ca. 0,8 mU β4GalT in 0,1 ml, Ergebnisse nicht gezeigt). Außerdem sollte bei LacNAc-
linker-NH2-tBoc (2) als Substrat mit einem drei- bis fünffachen Überschuss an β3GlcNAcT 
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gearbeitet werden. Bei diesen Bedingungen wird das Substrat innerhalb von wenigen 
Stunden umgesetzt und als Hauptprodukte werden längerkettige Saccharide erhalten. 
 
3.1.2.2 Aktivitäten der β4GalT und der β3GlcNAcT zu verschieden langen poly-LacNAc 
Ketten 
Zur Bestätigung der Vermutung, dass eines oder beide Enzyme eine geänderte Aktivität zu 
längeren poly-LacNAc Ketten besitzt, wurden die Aktivität mit verschiedenen Kettenlängen 
bis zum Nonasaccharid (3d) getestet (Abbildung 3.5).  
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Abbildung 3.5: Kinetik der β3GlcNAcT (A) und β4GalT (B) mit verschiedenen Kettenlängen  
Die Aktivitäten wurden mittels HPLC über die Anfangssteigungen von Zeit-Umsatz-Kurven bestimmt. 2: 
Disaccharid, 4a: Tetrasaccharid, 4b: Hexasaccharid, 4c: Oktasaccharid; 1: Monosaccharid, 3a: Trisaccharid, 3b: 
Pentasaccharid, 3c: Heptasaccharid, 3d: Nonasaccharid. (Rech et al., 2011) 
 
Die β3GlcNAcT zeigt deutlich erhöhte Aktivitäten mit dem Tetrasaccharid (4a) (Abbildung 
3.5). Diese nimmt bei steigender Kettenlänge (Hexa- und Octasaccharid, 4b und 4c) ab. Für 
LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) als Substrat werden die geringsten Aktivitäten gemessen. 
Möglicherweise wird die Bindung und Umsetzung durch die Linkerstruktur behindert. 
Aufgrund der einfachen Synthese wurden aber weiterhin damit die Aktivitäten ermittelt. 
Kinetische Parameter konnten aufgrund der hohen Konzentration an Substrat zum Erreichen 
der Sättigung nicht bestimmt werden. Die zuvor bis zum Tetrasaccharid (4a) veröffentlichen 
kinetischen Daten der β3GlcNAcT von Sauerzapfe et al. unterscheiden sich zu den 
vorliegenden. Die Gründe liegen wahrscheinlich beim unterschiedlichen Nachweis 
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(Photometertest mit Enzymkaskade statt HPLC-Messung des Produktes) und durch bereits 
beschriebene und erfahrene Schwankungen in der Aktivität (Logan et al., 2005; Sauerzapfe 
et al., 2009). Weitere publizierte Daten zur Aktivität der β3GlcNAcT von Helicobacter pylori 
wurden nicht gefunden. Blixt et al. publizierten Aktivitäten der bakteriellen β3GlcNAcT aus 
Neisseria meningitidis, die eine nahezu gleiche Umsetzung für LacNAc und di-LacNAc 
aufweist (Blixt et al., 1999). Für tri-LacNAc und tetra-LacNAc zeigt das Enzym allerdings eine 
verringerte Aktivität (Naruchi et al., 2006). Im Gegensatz dazu zeigten Ujita et al. einen 
deutlichen Aktivitätsverlust der humanen β3GlcNAcT (iGnT) für di-LacNAc im Vergleich zu 
LacNAc (Ujita et al., 2000).  
Im Gegensatz zur β3GlcNAcT zeigt die β4GalT keine Präferenz für eine bestimmte 
Substratlänge (Abbildung 3.5) bis zum Nonasaccharid (3d). Jedoch ist eine 
Substratüberschussinhibition bei den mit höherer Konzentration getesteten Substraten 
GlcNAc-linker-NH2-tBoc, Trisaccharid und Pentasaccharid (1, 3a und 3b) vorhanden. Die 
kinetischen Daten der genannten Substrate (Tabelle 3.2) entsprechen denen von Sauerzapfe 
veröffentlichten (Sauerzapfe et al., 2009).  
 
Tabelle 3.2: Kinetische Daten der β4GalT-1 (His6Propeptid-katβ4GalT-1) mit GlcNAc-linker-NH2-tBoc, Tri- und 
Pentasaccharid gemessen über HPLC (Rech et al., 2011). 
 
 
Ujita et al. publizierten bereits Kinetikdaten verschiedener β4GalTs. Sie zeigten, dass die aus 
humaner Milch isolierte β4GalT-1 keinen Abfall in der Effizienz der Galaktosylierung bei 
Erhöhung der Kettenlänge bis zum GlcNAc-LacNAc-LacNAc-Man-Man-octyl aufweist, was die 
vorliegenden Ergebnisse untermauert (Ujita et al., 2000). Weitere veröffentlichte Km-Werte 
für die aus humaner Milch stammenden β4GalT-1 mit GlcNAc liegen in der gleichen 
Größenordnung wie die hier präsentierten (Wang et al., 1994; Malissard et al., 1996; Ujita et 
al., 2000). Folglich bestärken die Literaturdaten nicht nur die generelle Tendenz, sondern 
Akzeptor 
(Saccharideinheiten) 
Vmax app. 
[U mg-1] 
Km app. 
[mM] 
KiS app. 
[mM] 
Vmax/Km 
[U mg-1 mM-1] 
Mono (1) 1,13 3,07 2,66 0,42 
Tri (3a) 1,38 3,70 2,16 0,37 
Penta (3b) 0,83 2,16 3,96 0,38 
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auch die gemessenen kinetischen Werte, des hier genutzten Fusionsproteins der humanen 
β4GalT-1 (His6Propeptid-katβ4GalT-1) (Sauerzapfe et al., 2009). 
In diesem Abschnitt konnte dargelegt werden, dass die β3GlcNAcT im Gegensatz zu den 
bisher veröffentlichten Daten, eine klare Präferenz zu dem Tetrasaccharid (4a) hat, gefolgt 
von Hexa- und Octasaccharid (4b, 4c). Dadurch kann die Verteilung der Hauptprodukte in 
Abbildung 3.4 erklärt werden: Die eingestellten Enzymverhältnisse beziehen sich auf GlcNAc-
linker-NH2-tBoc (1) und LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) als Substrat. Die eigentliche Aktivität der 
β3GlcNAcT für 4a und folgende Kettenlängen ist deutlich höher, so dass entstandene 
geradzahlige Ketten direkt durch die β3GlcNAcT umgesetzt werden.  
 
3.1.2.3 Einfluss des Donor-/Akzeptorsubstratverhältnisses 
Das Donor-/Akzeptorsubstratverhältnis wurde geändert, um zu untersuchen, wann eine 
Limitation des Donors (Nukleotidzuckers) auftritt. Außerdem sollte analysiert werden, 
inwieweit durch erhöhte Nukleotidzuckerkonzentrationen die Menge an längerkettigen poly-
LacNAc-Strukturen gesteigert werden kann. Eine Donorsubstratüberschusslimitation im 
Bereich von 0-10 mM wurde aufgrund der vorliegenden kinetischen Daten von Sauerzapfe et 
al. (Sauerzapfe et al., 2009) ausgeschlossen. 
 
 
Abbildung 3.6: Verteilung der poly-LacNAc-Längen bei verschiedenen Überschüssen an Nukleotidzuckern zu 
LacNAc-linker-NH2-tBoc nach 24 h. 
Die Synthese erfolgte mit einem β4GalT/β3GlcNAcT-Verhältnis von 1:5 und einer LacNAc-linker-NH2-tBoc (2)-
Konzentration von 2,5 mM als Akzeptor. Die poly-LacNAc-Mischung wurde mittels HPLC analysiert. (Rech et al., 
2011) 
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Bei einem 1,5fachen Überschuss an Nukleotidzuckern tritt deutlich eine 
Donorsubstratlimitation auf, da noch 25% Akzeptorsubstrat im Ansatz nach 24 h Inkubation 
vorhanden sind. Des Weiteren sind trotz β3GlcNAcT-Aktivitätsüberschuss auch geradzahlige 
Zucker zu finden. Dies wird auf eine Limitation an UDP-GlcNAc während der Verlängerung 
der LacNAc-linker-NH2-tBoc-Strukturen mit β3GlcNAcT zurückgeführt. 
Im Gegensatz dazu erhöht sich der Anteil an längerkettigen Strukturen insbesondere an 
Penta- und Heptasaccharid (3b, 3c) bei ansteigender Nukleotidzuckerkonzentration. Des 
Weiteren erfolgt eine bessere Umsetzung des Substrates und die Menge an ungeradzahligen 
Zuckern steigt. Allerdings nimmt der Unterschied zwischen vier- und fünffachen Überschuss 
deutlich ab. Hauptprodukte der poly-LacNAc-Synthese sind das Tri- und Pentasaccharid (3a, 
3b) bei einem drei-bis fünffachen Überschuss an Donorsubstrat. 
Alle weiteren Synthesen wurden mit einem dreifachen Überschuss an Nukleotidzuckern (7,5 
mM) durchgeführt. Eine Erhöhung der Nukleotidzuckerkonzentration im Ansatz würde zwar 
das Verhältnis zu längeren Zuckern verschieben, allerdings würde dies auch zu einem 
erhöhten Verlust nicht genutzter Nukleotidzucker führen (Abbildung 3.7).  
 
 
Abbildung 3.7: Vergleich der in der Synthese vorhandenen Zucker mit der tatsächlich übertragenden Menge. 
Anhand der Peakfläche im HPLC Chromatogram wurde die Menge der jeweiligen Zucker errechnet. Daraus 
wiederum ließ sich die Menge an übertragendem Nukleotidzucker kalkulieren. (Rech et al., 2011) 
 
Ein erneutes Nutzen der nach der Aufreinigung mittels HPLC oder Festphasenextraktion von 
den Produkten abgetrennten Nukleotidzuckern wurde aufgrund des hohen Verlustes und 
der hohen Preise bei semi-präparativen Synthesen (Kapitel 3.1.3) untersucht. Jedoch sind die 
Ergebnisse der poly-LacNAc Synthese mit recycelten UDP-Zuckern sehr unterschiedlich. Da 
letztere nicht stabil gegenüber Temperatur sind, liegt die Diversität wahrscheinlich 
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begründet in den unterschiedlichen Inkubationszeiten bei 37°C, in Unterschieden der  
Denaturierung großer Ansätze mittels Hitze und verschiedenen Zeiten im 
Rotationsverdampfer zur Einengung vor der Aufreinigung. Daher ist diese Methode leider 
nicht reproduzierbar durchzuführen.  
 
3.1.2.4 Verschieden lange LacNAc-Oligomere als Akzeptorsubstrat der poly-LacNAc 
Synthese 
Aufgrund der unterschiedlichen Aktivitäten der β3GlcNAcT zu verschiedenen Kettenlängen, 
sollte untersucht werden, wie die Verteilung der poly-LacNAc Kettenlänge bei verlängertem 
Substrat aussieht. Dabei dienten die isolierten Zuckerstrukturen aus der präparativen 
Synthese (Kapitel 3.1.3) als Substrat.  
 
 
Abbildung 3.8: Relative Menge an poly-LacNAc-Oligomeren in einer Eintopfsynthese mit verschiedenen 
LacNAc-Akzeptoren nach 24 h. 
Als Akzeptorsubstrate dienten in den verschiedenen Ansätzen das Disaccharid (2), das Tetrasaccharid (4a), das 
Hexasaccharid (4b) und das Oktasaccharid (4c) in einer Konzentration von 2,5 mM. Die Donorsubstrate UDP-
Gal und UDP-GlcNAc wurden im dreifachen Überschuss (7,5 mM) hinzugegeben. Das Enzymaktivitätsverhältnis 
von β4GalT:β3GlcNAcT betrug 1:4. Die Produktmischung wurde mittels HPLC und MALDI-ToF analysiert. Die 
Produktmassen konnten bis zum Tridecasaccharid (3f) zugeordnet werden. Aufgrund ihrer Retentionszeit in der 
analytischen HPLC werden poly-LacNAc-Strukturen bis zum Hexadecasaccharid (4g) in der Mischung 
angenommen. (Rech et al., 2011) 
 
Die Produkte einer poly-LacNAc-Synthese nach 24 h sind ungeradzahlig aufgrund des 
Überschusses an β3GlcNAcT. Das Hauptprodukt der Synthese mit LacNAc (2), di-LacNAc (4a) 
und tri-LacNAc (4b) als Substrat ist drei Saccharideinheiten größer als das jeweilige Substrat 
(x+3), also Penta- (3b), Hepta- (3c) und Nonasaccharid (3d). Zusätzlich sind hohe Anteile (> 
20%) an fünf Saccharideinheiten größeren Produkten (x+5) vorhanden. Im Gegensatz dazu 
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werden bei der Synthese mit dem Oktasaccharid (4c) als Substrat, das Nona- (x+1) und das 
Undecasaccharid (x+3) als Hauptprodukte in gleichem Maße gebildet (Abbildung 3.8, Tabelle 
3.3). Folglich kommt es zu einer Limitierung in der Umsetzung beim Nonasaccharid (3d) und 
in der Verlängerung zu längeren Ketten wie das Undecasaccharid (3e). Dies kann auch durch 
die Aktivitätstests der β3GlcNAcT mit längeren poly-LacNAc-Ketten erklärt werden 
(Abbildung 3.5). Sie zeigten eine Abnahme der Aktivität mit Zunahme der Kettenlänge ab 
dem Tetrasaccharid. Es konnten keine Aktivitätstests mit Substraten länger als das 
Oktasaccharid (4c) durchgeführt werden. Es kann jedoch angenommen werden, dass die 
Aktivität der β3GlcNAcT bei steigender Kettenlänge weiter sinkt. Nichtsdestotrotz konnten 
poly-LacNAc-Strukturen bis zum Penta- bzw. Hexadecasaccharid (3g, 4g) detektiert werden 
(Abbildung 3.8). Die Zuordnung erfolgte bis zum Tridecasaccharid (3f) mittels MALDI-ToF-
MS. Bei den längeren Ketten erfolgt die Identifizierung nur aufgrund der längeren 
Retentionszeiten in der HPLC.  
 
Tabelle 3.3: Massenspektrometrische Daten der Hauptprodukte in den poly-LacNAc Mischungen, zu sehen in 
Abbildung 3.8 (MALDI-Tof Spektren im Anhang). (Rech et al., 2011) 
Substrat Hauptprodukt der Mischung Produkt 
 Detektiert [M+Na]+ 
m/z 
Errechnet [M+Na]+ 
m/z 
 
2   810.354 
1175.501 
1540.664 
  810.305 
1175.438 
1540.570 
3a 
3b 
3c 
4a 1175.500 
1540.664 
1905.875 
1175.438 
1540.570 
1905.702 
3b 
3c 
3d 
4b 1540.883 
1905.984 
2271.088 
1540.570 
1905.702 
2270.834 
3c 
3d 
3e 
4c 1906.057 
2271.170 
2636.304 
1905.702 
2270.834 
2636.970 
3d 
3e 
3f 
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Aus dem Versuch kann geschlossen werden, dass die Limitierung in der poly-LacNAc-
Synthese nach 24 h aufgrund der Länge des Substrates, die nicht vom Enzym umgesetzt 
werden kann, erfolgt, und nicht aufgrund einer Limitierung der Nukleotidzucker.  
Aufgrund der Charakterisierung der Eintopfsynthese im analytischen Maßstab wurden als 
optimale Bedingungen ein dreifacher Überschuss an Donorkonzentration zur 
Akzeptorkonzentration sowie ein vier- bis fünffacher Überschuss an β3GlcNAcT zu β4GalT in 
den nachfolgenden Synthesen eingestellt. Eine Synthese ausgehend von längeren poly-
LacNAc-Ketten würde zu einer deutlichen Erhöhung der Anteile an längerkettigen Strukturen 
führen. Sie sollte aber im semi-präparativen aufgrund der aufwendigeren Synthese in zwei 
Schritten nicht durchgeführt werden. Außerdem sollten zunächst für die Charakterisierung 
der Galektinbindung keine Zucker länger als das Hexasaccharid eingesetzt werden. Sollten in 
Zukunft vermehrt Zucker zwischen Hepta- und Pentadecasaccharid (3c-3g) benötigt werden, 
könnte dies durch eine Synthese in mehreren Schritten erreicht werden.  
 
3.1.2.5 Charakterisierung der Eintopfsynthese mit UDP-Glc 4´Epimerase 
Zur Minimierung der Kosten sollte auf UDP-Gal verzichtet werden und auch eine 
Charakterisierung der Eintopfsynthese mit dem günstigeren Substrat UDP-Glc erfolgen. Dazu 
wurde als zusätzliches Enzym die UDP-Glc 4´Epimerase eingesetzt. Dabei gibt es Folgendes 
zu beachten: Zum einen liegt laut Bernatchez et al. das Gleichgewicht von UDP-Glc und UDP-
Gal ungünstig bei 75:25, was durch eigene Experimente in etwa bestätigt werden kann. Auch 
die kinetischen Daten zeigen, dass die Epimerase effizienter UDP-Gal epimerisiert. Folglich 
macht der Einsatz der Epimerase nur in der Verbindung mit der β4GalT Sinn, um dem 
Gleichgewicht kontinuierlich UDP-Gal zu entziehen. Zum anderen kann dieses Enzym auch 
UDP-GlcNAc zu UDP-GalNAc (Gleichgewicht: 70:30) epimerisieren. Dies wurde ebenfalls 
durch kinetische Daten untermauert. Der KM-Wert liegt allerdings bei UDP-Gal/UDP-Glc um 
20% niedriger als die N-acetylierten Zucker (Bernatchez et al., 2005). Trotz der Bevorzugung 
der nicht-acetylierten Zucker und der ständigen Entnahme von UDP-Gal aus dem 
Gleichgewicht, könnte dennoch in einer Eintopfsynthese zur poly-LacNAc-Produktion auch 
UDP-GalNAc entstehen.  
Es kann ausgeschlossen werden, dass die His6Propeptid-katβ4GalT-1 UDP-GalNAc unter 
Synthesebedingungen überträgt. D. Namdjou zeigte in seiner Dissertation, dass die 
His6Propeptid-katβ4GalT-1 kein UDP-GalNAc auf β-GlcNAc oder GlcNAcβ1-Bn überträgt 
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(Namdjou, 2006). Für die bovine β4GalT konnten Ramakrishan und Qasba (Ramasamy et al., 
2005) zeigen, dass sie UDP-GalNAc nur noch mit 0,1 % der  Aktivität von UDP-Gal überträgt. 
Der Grund liegt an einer sterischen Hinderung im aktiven Zentrum. In dieser Arbeit wurde 
auch mittels MALDI-ToF (Kooperation mit Prof. F.-G. Hanisch, Institut für Biochemie 2, 
Universität zu Köln) ausgeschlossen, dass Hexosamindisaccharide (GalNAc-GlcNAc) in der 
poly-LacNAc-Synthese vorkommen. Da die Proben für die Messung stark verdünnt wurden, 
könnten evtl. Spuren vorhanden sein, die nicht detektiert werden konnten. Größere Mengen 
jedoch können ausgeschlossen werden. 
Zur Bestimmung der optimalen Menge an UDP-Glc im Vergleich zu UDP-Gal wurden 
verschiedene Konzentrationen von UDP-Glc bei konstanter UDP-GlcNAc und LacNAc-linker-
NH2-tBoc-Konzentration getestet (Abbildung 3.9).   
 
 
  
Abbildung 3.9: Relative Verteilung der Produkte in der Eintopfsynthese mit  UDP-Glc 4´-Epimerase und 
verschiedenen Konzentrationen an UDP-Glc nach 24 h und 48 h. 
Die Akzeptorsubstratkonzentration betrug 2,5 mM, das Enzymverhältnis von β4GalT zu β3GlcNAcT 1:5. (Rech et 
al., 2011) 
 
Eine ähnliche Verteilung von poly-LacNAc Kettenlänge verglichen mit 7,5 mM UDP-Gal 
wurde nach 24 h mit 20 mM UDP-Glc erreicht. Der hohe Überschuss an UDP-Glc 4´-
Epimerase-Aktivität führt dazu, dass die Anfangskonzentration von UDP-Gal bei 20 mM UDP-
Glc auf 5 mM eingestellt wird, die 7,5 mM UDP-Gal von vorangegangenen Synthesen 
ersetzen. Ein höherer Einsatz an UDP-Glc ist nicht nötig, da die Konzentration an UDP-Gal 
durch Einstellen des Gleichgewichts langsamer sinkt als sie beim direkten Einsatz von UDP-
Gal in der Synthese würde. Ein Zahlenbeispiel soll dies verdeutlichen: Im Ansatz mit UDP-Gal 
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sinkt die UDP-Gal Konzentration von 7,5 mM auf 5 mM durch den Transfer von Gal auf 
GlcNAc, im Syntheseansatz mit 20 mM UDP-Glc sinkt die UDP-Glc Konzentration um 2,5 mM, 
die effektive UDP-Gal Konzentration aber nur von 5 mM auf 4,38 mM. Auch nach 48 h 
entspricht die Produktverteilung im Syntheseansatz mit 20 mM UDP-Glc der 
Produktverteilung der Synthese mit 7,5 mM UDP-Gal. Sollte aber eine kostengünstigere 
Synthese bevorzugt werden, würde eine Synthese mit 10 mM UDP-Glc eine 
Produktverteilung mit Pentasaccharid als Hauptzucker ermöglichen. 
Folglich kann UDP-Glc mit UDP-Glc 4´-Epimerase als kostengünstigere Variante zur UDP-Gal 
in der präparativen poly-LacNAc Synthese eingesetzt werden. 
 
3.1.3 Semi-präparative Eintopfsynthese 
Bis dato wurde die poly-LacNAc Synthese im analytischen Maßstab charakterisiert, um das 
optimale Enzym- und Substratverhältnis zu bestimmen und um die Limitationen der 
Synthese in Bezug auf die Länge der poly-LacNAc Ketten in der Eintopfsynthese aufzudecken. 
Des Weiteren wurde im analytischen Maßstab der Einsatz der günstigeren UDP-Glc als 
Substrat untersucht. Aufgrund der so gewonnenen Ergebnisse wurden semi-präparative 
Synthesen im 75-225 µmol Maßstab ausgehend von LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) angesetzt. 
Da die so gewonnenen poly-LacNAc-Strukturen meist GlcNAc als endständigen Zucker 
besitzen, für Galektinbindungsstudien aber auch Galaktose terminierte poly-LacNAc Ketten 
benötigt werden, wurden die GlcNAc-(LacNAc)n-Ketten in einem zweiten Schritt mit 
Galaktose terminiert. Dazu wurde die erste Synthese durch Hitze abgestoppt. Nach 
Entfernen der denaturierten Enzyme wurde zur Galaktose-Terminierung β4GalT und UDP-
Gal bzw. β4GalT und UDP-Glc 4´-Epimerase hinzugefügt und der Ansatz erneut über Nacht 
inkubiert. Nach Entfernen der Enzyme wurden die Syntheseansätze auf 2 ml eingeengt und 
mittels präparativen HPLC aufgereinigt. Dabei können sowohl die Mischungen an sich als 
auch die einzelnen Fraktionen automatisch aufgefangen und von Salzen und Nukleotidzucker 
getrennt werden. 
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3.1.3.1 Semi-präparative Eintopfsynthese mit UDP-Gal 
Ein Beispiel einer semi-präparativen Eintopfsynthese mit UDP-Gal als Substrat, die 
anschließend mit Galaktose terminiert wurde, ist in Abbildung 3.10 zu sehen. Die Synthese 
erfolgte aufgrund der zuvor beschriebenen analytischen Charakterisierung der poly-LacNAc 
Synthese mit einem fünffachen Überschuss an β3GlcNAcT-Aktivität und einem dreifachen 
Überschuss der Nukleotidzucker. 
 
 
Abbildung 3.10: Poly-LacNAc Oligomere einer semi-präparativen Synthese nach 72 h mit anschließender 
Terminierung mit Galaktose. 
Die poly-LacNAc Synthese erfolgte unter optimierten Bedingungen: Das Enzymverhältnis β4GalT:β3GlcNAcT 
betrug 1:5,5. Die Donorsubstrate UDP-Gal und UDP-GlcNAc (7,5 mM) wurden in dreifachem Überschuss zum 
Akzeptorsubstrat (75% LacNAc, 25% GlcNAc; zusammen 2,5 mM) eingesetzt. Die poly-LacNAc Mischung wurde 
mittels präparativen HPLC automatisch fraktioniert, die Produktfraktionen 1-6 mittels HPLC und MALDI-ToF-MS 
analysiert (Tabelle 3.4 und Anhang). (Rech et al., 2011) 
 
Sowohl die Mischung als auch die automatisch gesammelten Fraktionen 1-6 der hier 
gezeigten Synthese wurden mittels analytischer HPLC (Anhang) und MALDI-ToF-MS (Tabelle 
3.4 und Anhang) analysiert.  
Die isolierten Fraktionen 1-6 enthalten das Di- bis Dodecasaccharid (2-4e). Damit konnten 
erstmals poly-LacNAc-Strukturen dieser Länge synthetisiert und isoliert werden. 
Charakteristisches Hauptprodukt jeder repräsentativen poly-LacNAc Synthese ist das 
Hexasaccharid (4b). Von den Fraktionen 2-4 wurde eine 1H und 13C NMR-Spektroskopie 
angefertigt (Anhang). So konnten die vorrangigen Bestandteile einer poly-LacNAc-Mischung 
als Tetra- (4a) bis Oktasaccharid (4c) (Fraktion 2-4) eindeutig identifiziert werden. 
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Tabelle 3.4: Zugeordnete m/z Daten der poly-LacNAc Produktmischung dargestellt in Abbildung 3.10, 
ermittelt mittels MALDI-ToF-MS. Die durch präparative Synthese isolierten Fraktionen 1-6 enthalten die 
erwarteten poly-LacNAc Produkte definierter Länge. (Rech et al., 2011) 
Probe Hauptprodukte der Mischung Produkt 
 Gefunden [M+Na]+ 
m/z 
Errechnet [M+Na]+ 
m/z 
 
Mischung  972.410 
1337.564 
1702.732 
972.358 
1337.491 
1702.623 
4a 
4b  
4c 
Fraktion 1 608.291 607.226 2  
Fraktion 2 972.434 972.358 4a 
Fraktion 3 1337.580 1337.491 4b 
Fraktion 4 1702.747 1702.623 4c 
Fraktion 5 2068.025 2067.755 4d 
Fraktion 6 2433.087 2433.890 4e 
 
 
Es wurden Ausbeuten von 88% aller einzelnen Fraktionen zusammen bezogen auf das 
Ausgangsubstrat GlcNAc-linker-NH2-tBoc (1) und bis zu 100% bei der Aufreinigung der 
kompletten Mischung mittels präparativer HPLC erreicht. 
Damit bietet die semi-präparative Eintopfsynthese eine deutlich schnellere Alternative zur 
sequenziellen Synthese mit weniger Aufwand, insbesondere wenn eine große Bandbreite an 
poly-LacNAc-Strukturen benötigt wird. Durch die Fraktionierung mittels präparativer HPLC 
sind auch längerkettige poly-LacNAc-Oligomere nun produzierbar. 
 
3.1.3.2 Semi-präparative Eintopfsynthese mit UDP-Glc-4´Epimerase und UDP-Glc 
Die semi-präparative Synthese wurde ebenfalls mit UDP-Glc 4´-Epimerase und 20 mM UDP-
Glc ausgeführt. Anschließend erfolgte ebenfalls eine Terminierung der Produkte mit UDP-Glc 
4´-Epimerase und β4GalT. Eine erneute Zugabe von UDP-Glc ist nicht notwendig, was 
reproduzierbar durchgeführt wurde. 
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Abbildung 3.11: Chromatogramm der präparativen HPLC von Galaktose terminierten poly-LacNAc 
Oligosacchariden einer semi-präparativen Eintopfsynthese (48h).   
Die Synthese wurde unter optimierten Bedingungen mit 20 mM UDP-Glc, 7,5 mM UDP-GlcNAc und 2,5 mM 
LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) und einem Enzymverhältnis von β4GalT:β3GlcNAcT von 1:4,7 durchgeführt. Die 
Produktmischung wurde mittels HPLC analysiert, die Zuordnung der Produkte erfolgte über die Retentionszeit 
von Standards. (Rech et al., 2011) 
 
Die poly-LacNAc-Synthese mit UDP-Glc-4´Epimerase und UDP-Glc zeigt eine ähnliche 
Verteilung der Produkte nach 48 h wie mit UPD-Gal. Die Zuordnung der Peaks erfolgte über 
die Retentionszeit von Standards in der analytischen HPLC. Bis zum Tetradecasaccharid (4f) 
mit dem Hexasaccharid (4b) als Hauptprodukt konnten so poly-LacNAc-Oligomere in einer 
terminierten Eintopfsynthese synthetisiert werden. 
Mittels der semi-präparativen Synthese konnten in einem Ansatz 90 µmol LacNAc-linker-
NH2-tBoc (2) zu ca. 95% in poly-LacNAc-Oligomere umgesetzt werden. Wurde die Mischung 
als solche über die präparative HPLC aufgereinigt, konnte eine Ausbeute von ca. 80% (71 
µmol, ca. 30 mg) erreicht werden. Im Gegensatz dazu konnte bei der semi-präparativen 
Synthese mit UDP-Gal die gesamte Mischung bis zu 100% wiedergefunden werden. Es wird 
vermutet, dass aufgrund der deutlich höheren Proteinmenge im Ansatz mit UDP-Glc 4´-
Epimerase es zu Verlusten durch erhöhte Adsorption der Produkte an den Enzymen während 
der Filtration kommt. Die Aspekte der Verlustminimierung werden in Kapitel 3.1.3.3 näher 
erläutert.  
In diesem Kapitel konnte die semi-präparative Eintopfsynthese mit Generierung von UDP-Gal 
aus UDP-Glc dargelegt werden. Damit ist es möglich, eine definierte poly-LacNAc-Mischung 
schnell und mit wenig Aufwand vor allem kostengünstig zu produzieren. Die Synthese wurde 
reproduzierbar durchgeführt. 
Die enymatische Synthese von poly-LacNAc-Strukturen erfolgte bei Vasiliu et al. sequenziell 
im g-Maßstab. Das Maximum an Kettenlänge, das so produziert wurde, ist das 
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Oktasaccharid. 64 µmol (100 mg) bei einem Umsatz von 0,3% ausgehend vom 
Monosaccharid konnten so durch den mehrfachen Einsatz von Enzymen hergestellt werden 
(Vasiliu et al., 2006). Im Vergleich dazu ist in der in dieser Arbeit dargestellten 
Eintopfsynthese nur ein einmaliger Einsatz von Enzymen nötig. Durch Erhalt einer Mischung 
ist eine größere Produktbandbreite mit deutlich längeren Zuckern in kürzerer Reaktionszeit 
möglich.  
 
3.1.3.3 Aspekte zur Minimierung der Verluste 
Die Veränderungen des Synthese- und Aufreinigungsprotokolls von Birgit Sauerzapfe 
(Sauerzapfe et al., 2009), wie in Kapitel 5.3 beschrieben, erhöhte die Ausbeute signifikant 
(von 60% auf ca. 94-98%). Dies gilt insbesondere für die Nutzung der Ultrafiltration anstatt 
des Abzentrifugierens des denaturierten Enzyms. Durch Spülen der Gefäße sollte der Verlust 
weiter minimiert werden. Da der Verlust an Produkt auch bei der Synthese mit UDP-Glc 4´-
Epimerase höher ist als beim Ansatz ohne Epimerase, wird vermutet, dass Zuckerstrukturen 
durch Adsorption an den Proteinen während der Filtration verloren gehen. Daher sollte bei 
zukünftigen Synthesen auch auf einen reduzierten Einsatz von Epimerase geachtet werden. 
Die Aufreinigung kleinerer Ansätze mittels Festphasenextraktion erfolgte nahezu verlustfrei, 
während die Aufreinigung über die präparative HPLC Verluste von 0-20% mit sich bringt. 
Jedoch ist die Festphasenextraktion mit erhöhtem Aufwand verbunden, da nichts 
automatisiert abläuft, sondern alles von Hand durchgeführt werden muss. Nach dem 
Entschützen wurden die Proben mittels Dowex Material neutralisiert. Dabei wurden zwei 
Methoden angewandt. Bei der von Birgit Sauerzapfe publizierten Methode wird das Dowex 
Material in eine Glassäule gefüllt (Sauerzapfe, 2008). In der zweiten Methode wird das 
vorbereitete Material zur Probe gegeben. Dadurch verringert sich der Verlust an Zucker auf 
unter 5%. Begründet wird dies durch die Minimierung des genutzten Materials und durch 
effizientere Waschschritte.  
Durch die effizienteren Methoden konnten einzelne poly-LacNAc-Ketten mittels 
präparativen HPLC mit automatisierter Fraktionssammlung mit einer Ausbeute aller poly-
LacNAc-Ketten zusammen von 88% bezogen auf das Ausgangssubstrat GlcNAc-linker-NH2-
tBoc (1) isoliert werden.  
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3.1.4 Zusammenfassung und Bewertung 
Im Vergleich zu der poly-LacNAc-Synthese von Birgit Sauerzapfe konnte eine Optimierung 
der einzelnen Methodenschritte bis zum Endprodukt erfolgen (Sauerzapfe, 2008). Dadurch 
konnte die von Sauerzapfe publizierte Synthese definierter poly-LacNAc-Strukturen im 
Maßstab deutlich vergrößert werden. Die Eintopfsynthese von poly-LacNAc wurde in 
Hinblick auf Enzym- und Substratverhältnis charakterisiert. Des Weiteren konnte die 
unerwarteten Eigenschaften in der poly-LacNAc Synthese durch verbesserte 
Aktivitätsanalysen beider Glykosyltransferasen erklärt werden. Das Hauptprodukt der poly-
LacNAc-Synthese basierend auf LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) als Akzeptor ist das 
Pentasaccharid (3b) nach einer Reaktionszeit von 24 h. Die Synthese mit längeren poly-
LacNAc-Oligomeren als Akzeptoren zeigte eine Limitierung in der Synthese für längere 
Saccharidketten. Es war möglich, analytisch poly-LacNAc-Ketten mit einer Länge von bis zu 
Hexadecasaccharid (octa-LacNAc) zu synthetisieren und zu detektieren. Die semi-
präparativen Synthese mit anschließender Produktisolation durch präparative HPLC erbringt 
definierte Produkte bis zum hexa-LacNAc Oligomer.  
Folglich ist die optimierte Eintopfsynthese ein effizienterer Weg, längere poly-LacNAc-
Oligosaccharide zu produzieren im Gegensatz zu der Zeit- und Material-verbrauchenden 
sequenziellen Synthese. Diese Arbeit beschreibt zum ersten Mal nach bestem Wissen eine 
poly-LacNAc-Synthese im Ein-Topf Verfahren mit Glykosyltransferasen im semi-präparativen 
Maßstab mit anschließender Produktfraktionierung. (Rech et al., 2011) 
Basierend auf dieser Arbeit können nun poly-LacNAc-Oligomere bis zu einer Länge von sechs 
LacNAc-Einheiten ohne Probleme synthetisiert werden. Nicht nur fraktionierte poly-LacNAc-
Ketten, sondern auch die Mischungen können zur Immobilisierung in 
Galektinbindungsstudien oder zur Funktionalisierung von Biomaterialoberflächen genutzt 
werden. Bereits Sauerzapfe et al. zeigte die Notwendigkeit längerer poly-LacNAc-Strukturen 
für die Bindung des pilzlichen Galektins CGL2 (Sauerzapfe et al., 2009). Des Weiteren 
identifizierte Hidari et al. Polymere mit sialyliertem poly-LacNAc als möglichen Inhibitor 
gegen Influenza-Virus Infektion mit tri-LacNAc als optimale Kettenlänge (Hidari et al., 2008). 
Im weiteren Verlauf dieser Arbeit soll nun das Potential der poly-LacNAc-Oligomere als 
Bindungspartner für verschiedene Galektine insbesondere in neuartigen Bindungsassays mit 
immobilisiertem poly-LacNAc auf Hydrogelen erforscht werden. Dies soll zur Entwicklung 
poly-LacNAc funktionalisierter Biomaterialien für das Tissue Engineering führen. 
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3.2 Charakterisierung der humanen Galektine-1, -3 und -8 
zum Aufbau einer künstlichen ECM 
Zum modularen Aufbau einer künstlichen ECM sollten nach der poly-LacNAc-Synthese die 
humanen Galektine-1, -3 und -8 produziert und charakterisiert werden. Sie sollten später 
ECM-Glykoproteine auf einer poly-LacNAc-Oberfläche nativ binden. Daher standen neben 
allgemeinen proteinchemischen Eigenschaften wie Stabilität vor allem die Bindung zu poly-
LacNAc und den Glykoproteinen Laminin und Fibronektin im Vordergrund.  
 
3.2.1 Die C2S-Mutante des Galektin-1 als Mediator zwischen poly-
LacNAc und ECM-Glykoprotein 
Das Galektin-1 ist ein Vertreter der prototype Unterklasse. Es bildet nicht-kovalente 
Homodimere und sollte dadurch die Bindung von Glykoproteinen an poly-LacNAc vermitteln. 
Eine Besonderheit des Galektin-1 ist die oxidative Inaktivierung durch Bildung von inter- und 
intramolekularen Disulfidbindungen. 
Ein Teil der Charakterisierung wurde von Sabrina Etzold im Zuge ihrer Masterarbeit unter 
meiner Betreuung durchgeführt. 
 
3.2.1.1 Klonierung, Expression und Aufreinigung des Wildtyps und der C2S-Mutante 
Das Galektin-1 wurde aus humaner, mesangialer cDNS mittels PCR amplifiziert, in den Vektor 
pETDuet-1 ligiert (Abbildung 3.12) und in E. coli transformiert.  
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Abbildung 3.12: Vektorkarte von pETDuet His6Gal-1 
Nach der Amplifikation und Restriktion wurde das aus humaner mesangialer cDNS stammende gal1 in den 
pETDuet-1 zwischen die Restriktionsstellen BamHI und AscI (= SgsI) ligiert. Außer dem his6gal1-Gen sind auch 
die Gene des Lac-Repressors (lacI) und des Selektionsmarkers (Amp) dargestellt.  
 
Das Galektin-1 wird bei der Transkription mit einem N-terminalen His6-Tag verbunden. Die 
Sequenz wurde von Sequiserve GmbH (Vaterstetten) analysiert. Dabei wurde im ersten 
Konstrukt eine Punktmutation festgestellt, die zum konservativen Austausch von Valin zu 
Alanin an der Stelle 98 führte (Gal-1 V98A). Laut Camby et al. (Camby et al., 2006) gehört 
diese Aminosäure zu den hoch konservierten Aminosäuren im Galektin-1. Sie ist im F4-
Strang lokalisiert. Dieser Strang beeinflusst laut Literatur weder die Kohlenhydratbindung 
noch die Dimerbildung. Trotzdem wurde es mit Hilfe des QuikChange® II XL Site-Directed 
Mutagenesis Kits von Stratagene® (Amsterdam) rückmutiert. Die Sequenz wurde von 
Sequiserve GmbH bestätigt. Das His6Gal-1 konnte nun exprimiert, aufgereinigt und 
charakterisiert werden.  
Des Weiteren wurde eine C2S-Mutante hergestellt, die laut Literatur stabiler sein sollte 
(Hirabayashi und Kasai, 1991). Dafür wurde mittels PCR eine Punktmutation mit Hilfe des 
QuikChange® II XL Site-Directed Mutagenesis Kits von Stratagene® (Amsterdam) eingefügt. 
Nach Verdau des elterlichen Plasmids erfolgte die Transformation des Vektor 
pETDuethis6gal-1C2S in E. coli. Die Sequenz des mutierten Galektin-1 in einem positiven Klon 
wurde von Sequiserve GmbH (Vaterstetten) bestätigt (Anhang). 
 
pETDuet His6Gal-1
5820 bps
BamHI 
AscI 
his6gal1
T7 Terminator 
F1-ori 
Amp 
ori
lacI 
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Die Plasmide pETDuet-1 his6gal-1 und pETDuet-1 his6gal-1C2S wurden in BL21(DE3)-Zellen 
transformiert. Bei den Expressionen von His6Gal-1 und His6Gal-1C2S wurden ca. 12-15 g 
Zellen (Feuchtgewicht) aus einem Liter Medium gewonnen. Anschließend erfolgten der 
Aufschluss der Zellen mittels Ultraschall und die Aufreinigung des Rohextraktes über IMAC. 
Die proteinhaltigen Fraktionen wurden zusammengeführt und in PBS-Puffer umgepuffert. 
Danach erfolgte eine Analyse der Aufreinigung mittels SDS-PAGE (Abbildung 3.13) und 
Western Blot (Abbildung 3.13).  
 
 
A                      B  
Abbildung 3.13: SDS-PAGE (A) und Western Immuno Blot (B) der IMAC-Aufreinigung des His6Gal-1 C2S 
Dargestellt ist ein 18%-iges Acrylamidgel mit verschiedenen Fraktionen der IMAC-Aufreinigung aufgetrennt 
durch SDS-PAGE nach Coomassie Brillant Blue Färbung (A) und Western Blot mit Anti-His6-Persoxidase-
Nachweis (B). Die sichtbare Bande in den Proben für das Pellet (1), dem Rohextrakt (2) und dem IMAC-Eluat (5) 
auf Höhe der 17 kDa-Bande des Markers deutet auf das His6Gal-1 C2S mit einem berechneten 
Molekulargewicht von ca. 17,4 kDa hin. Das IMAC-Eluat enthält nur noch wenige Fremdproteine (5). 1: Pellet, 
2: Rohextrakt, 3: Durchfluss/Waschfraktion, 4: PageRuler Prestained Protein Ladder (10–170 kDa), 5: Eluat der 
IMAC. 
 
Im Rohextrakt (Abbildung 3.13, Spur 2) ist deutlich ein überexprimiertes Protein bei einer 
berechneten Größe von 17 kDa zu sehen, welches sich im Eluat wiederfindet. Da das 
His6Gal-1 eine Größe von ca. 16 kDa besitzt, kann angenommen werden, dass es sich hierbei 
um das aufgereinigte Galektin handelt. Im Pellet sind inclusion bodies vorhanden, allerdings 
wurde aufgrund der zufriedenstellenden löslichen Expression auf eine Verbesserung 
derselben verzichtet. SDS-PAGE und Western Blot des Wildtyp-Galektins zeigten die gleichen 
Charakteristika.  
Da sich beim Umpuffern und längerer Lagerung ein weißer Niederschlag bildete, wurde den 
Puffern 15% (v/v) Glycerin hinzugefügt, wodurch sich die Stabilität der Proteine optisch 
    1             2              3            4          5                         1              2              3          4           5   
40 kDa 
 
35 kDa 
 
25 kDa 
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verbesserte. Zur Verhinderung der Aggregatsbildung durch Oxidation wurde auch die Zugabe 
von DTT, wie bereits beschrieben, untersucht (Hirabayashi und Kasai, 1991; Cho und 
Cummings, 1995; Horie und Kadoya, 2004). Bei längerer Lagerung zeigte die C2S-Mutante 
deutlich weniger Niederschlag als das Wildtyp-Galektin, wobei die Zugabe von DTT zum 
His6Gal-1 eine Verbesserung der Stabilität mit sich brachte. Somit konnte allein per 
Augenmaß schon eine Verbesserung der Stabilität der Mutante beobachtet werden. Weitere 
Untersuchungen werden in nachfolgenden Kapiteln beschrieben. Auf die Zugabe von 
Additiva zur Stabilisierung musste allerdings oftmals aufgrund unerwünschter 
Nebenreaktionen z.B. mit Goldoberflächen (Witten et al., 2011) verzichtet werden. 
 
His6Gal-1 und His6Gal-1C2S konnten löslich exprimiert und erfolgreich über die Ni
2+-NTA-
Säule aufgereinigt werden. 6 mg Protein pro g Zellen wurden durchschnittlich isoliert. Das 
aufgereinigte His6Gal-1 bzw. His6Gal-1C2S wurde nun in Mikrotiterplatten und auf 
Hydrogelen weiter charakterisiert und im Zellversuch eingesetzt. 
 
3.2.1.2 Modularer Aufbau einer künstlichen ECM in der Mikrotiterplatte 
Zur Charakterisierung der Glykan-Galektin-Bindung wurden Mikrotiterplattenassays 
verwendet. Dabei wurde der Aufbau von B. Sauerzapfe übernommen und weiterentwickelt 
(Sauerzapfe, 2008). Der generelle Aufbau ist in Abbildung 5.7 skizziert. Er soll eine Imitation 
der extrazellulären Matrix (ECM) vom membrangebundenen Glykoprotein über Galektine zu 
ECM-Glykoproteinen darstellen. 
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Abbildung 3.14: Schematische Darstellung des Aufbaus eines ELLAs in der Mikrotiterplatte 
Nach der Immobilisierung von poly-LacNAc über Nacht auf der Mikrotiterplatte, können Galektine die Bindung 
von ECM-Glykoproteine an die Zuckerstrukturen vermitteln. Die ECM-Proteine werden mittels primären und 
sekundären Antikörper detektiert und deren Menge über den Farbumsatz des Substrats OPD zu einer gelben 
Substanz mit einer Antikörper gekoppelten Peroxidase ermittelt. 
 
Um eine künstliche ECM aufzubauen wurden verschiedene Module der einzelnen Schichten 
zur Charakterisierung eingesetzt:  
1. Die chemischen Oberflächen sind verschieden. Zur generellen Charakterisierung 
wurden käufliche Platten verwendet (aminoreaktive Platten: Nunc Immobilizer™ 
Amino Surface; adsorptive Platten: Nunc Immuno™ MaxiSorp). Zusätzlich wurde in 
Kooperation mit Meike Beer (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Groll, Universität Würzburg) ein 
neuartiges Testsystem mit Hydrogel in der Mikrotiterplatte entwickelt.  
2. Im nächsten Schritt des Aufbaus variieren unterschiedlichen Glykostrukturen: Zur 
Charakterisierung der Galektine wurde auf MaxiSorp-Platten das Glykoprotein 
Asialofetuin (ASF) als Standard immobilisiert, um grundlegende Fragestellungen wie 
Pufferzusätze, pH-Wert-Optima, Stabilität etc. und Machbarkeit eines künstlichen 
ECM-Aufbaus einfach untersuchen zu können. Zur Herstellung einer künstlichen ECM 
erfolgte die kovalente Immobilisierung von synthetisierten poly-LacNAc Strukturen 
und deren Charakterisierung. Es wurde sowohl die poly-LacNAc-Mischung als auch 
Einzelstrukturen auf den aminoreaktiven Platten von Nunc und auf den 
Hydrogeloberflächen immobilisiert. 
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3. Als dritte Schicht der künstlichen ECM wurden die verschiedenen Galektine und 
deren Konstrukte getestet: His6Gal-1, His6Gal-1C2S, His6Gal-3, His6Gal-8, His6Gal-8N, 
His6Gal-8C, Gal-8NHis6, Gal-8CHis6. His6CGL2 diente als Modelllektin. Die Galektine 
wurden mit Anti-His6-Peroxidase nachgewiesen.  
4. Die oberste Schicht der künstlichen ECM besteht aus den ECM-Glykoproteinen 
Fibronektin und Laminin. Sie wurden mittels primären und sekundären Antikörper 
detektiert.  
 
3.2.1.3 Vergleich von Wildtyp und Mutante von Galekin-1 in der Mikrotiterplatte 
Galektin-1 wurde sowohl als Wildtyp als auch als C2S-Mutante in E. coli exprimiert und 
mittels His6-Tag aufgereinigt. Die Mutante ist in der Literatur als lagerstabiler beschrieben 
(Hirabayashi und Kasai, 1991). Zunächst sollte festgestellt werden, welches Konstrukt für den 
Aufbau einer ECM bessere proteinchemische Eigenschaften besitzt. Daher wurde die 
Bindung vom Wildtyp Gal-1 und der Mutante Gal-1C2S auf Asialofetuin (ASF) untersucht. 
Durch die Zugabe von DTT sollte die oxidative Inaktivierung vermieden werden. 
 
  
Abbildung 3.15: Bindung von His6Gal-1 (Wildtyp und Mutante) auf Asialofetuin 
Auf Asialofetuin wurden His6Gal-1 (▲, ▧) und His6Gal-1C2S (◊,×) ohne und mit DTT gebunden und mittels Anti-
His-Antikörper nachgewiesen. In Diagramm A sind die Galektine 2 Tage alt in Diagramm B 5 Tage alt. 
  
Kurz nach der Aufreinigung (1-2 Tage) ist die Bindung des Wildtyps und der C2S-Mutante auf 
Asialofetuin sehr ähnlich (Abbildung 3.15). Der Maximalwert des His6Gal-1C2S liegt bei ca. 
500 µg/ml (30 µM), die halbmaximale Sättigung bei ca. 80 µg/ml (5 µM). Der Kurvenverlauf 
ändert sich jedoch mit Zunahme der Lagerzeit des Galektins. Die Bindung des Wildtyps 
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nimmt deutlich ab. Die Zugabe von DTT zum Lagerpuffer veränderte die Bindung sowohl des 
Wildtyps als auch der Mutante auf nicht reproduzierbare Weise. Möglicherweise bleibt DTT 
trotz Waschschritte in ausreichender Menge in der Mikrotiterplatte zurück, um die Bindung 
des Antikörpers zu beeinflussen. Ähnliche Ergebnisse bezüglich der Lagerstabilität von 
Wildtyp und Mutante und des Einflusses von DTT ergaben sich bei den Inhibitionsstudien 
(Abbildung 3.16).  
 
  
Abbildung 3.16: Kompetitive Inhibition der Bindung von unterschiedlich altem His6Gal-1 und His6Gal-1C2S an 
ASF mit LacNAc-Linker-NH2-tBoc (2) 
1 µg ASF wurde an MaxiSorp-Platten immobilisiert. Eine Lösung von 27 µM His6Gal-1 (▲) bzw. His6Gal-1C2S (◊) 
(440 µg/ml) und entsprechender Menge LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) wurde anschließend eine Stunde auf ASF 
inkubiert. Der Nachweis erfolgte mit Anti-His6-Peroxidase. Die Galektine sind 1 (A) oder 23 Tage (B) vorher 
aufgereinigt worden. 
 
Die Inhibition der ASF-Gal-1-Bindung ist bei Wildtyp und der Mutante mit frisch 
aufgereinigtem Protein ähnlich (Abbildung 3.18, links). Nach drei Wochen Lagerung wird 
deutlich weniger Zucker benötigt, um die Bindung des Wildtyps (schwarze Dreiecke) an ASF 
zu lösen als direkt nach der Aufreinigung. Dies bedeutet, dass die Bindung schwächer 
geworden ist bzw. weniger Gal-1 bindet. Aufgrund der Literaturdaten (Hirabayashi und 
Kasai, 1991) wird von einer oxidativen Inaktivierung des Wildtyps ausgegangen. Da bereits 
der Wildtyp während des Umpufferns in großen Mengen ausfällt und die Assays mit dem 
Wildtyp in der Mikrotiterplatte schlechter reproduzierbar waren, wurde in den folgenden 
Experimenten ausschließlich die Mutante weiter charakterisiert. Einen Einsatz des Wildtyps 
zum Aufbau einer extrazellulären Matrix wird aufgrund der schlechten Stabilität und damit 
verbundenen Abnahme der Zuckerbindung des Enzympools als nicht sinnvoll erachtet. 
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Bereits Hirabyashi et al. beschrieben die schlechte Lagerstabilität des Wildtyps. Sie 
detektierten bereits nach einem Tag eine Verringerung der Aktivität auf 20% (Assay: 
Inhibition von Galektin-Asialofetuin-Bindung in der Mikrotiterplatte mit Laktose). Die C2S-
Mutante zeigte hingegen nach einer Woche nur ca. 10% Aktivitätsverlust (Hirabayashi und 
Kasai, 1991). Bestätigende Ergebnisse zeigten auch Cho und Cummings (Cho und Cummings, 
1995). Beide deklarieren keinen Unterschied in der Zuckerbindung. Im Gegensatz dazu 
publizieren Lopez-Lucedo et al. einen Unterschied in der Kristallstruktur von Wildtyp und 
C2S-Mutante und dadurch auch in der Bindeeigenschaft (Assay: Isothermale 
Titrationscalorimetrie) (Lopez-Lucendo et al., 2004). Nishi et al. widersprechen den 
Ergebnissen und postulieren keinen Effekt der Mutation aller Cysteinreste zu Serinresten in 
der Kristallstruktur und in der Zuckerbindung (Assay: Frontale Affinitätschromatographie) 
(Nishi et al., 2008). Sie berichten weiterhin einen Verlust von Hämaglutininaktivität nach 4 
Tagen des Wildtyps und keine Änderung bis zu 20 Tagen der C2S Mutante. 
 
3.2.1.4 Charakterisierung der Zuckerbindung von His6Gal-1C2S durch Inhibitionsstudien 
auf Asialofetuin 
Um die Bindung des Gal-1C2S durch lösliche Glykane zu untersuchen, wurde die Bindung von 
His6Gal-1C2S an Asialofetuin mit verschiedenen Glykanen inhibiert. Dabei gibt es zwei 
methodische Ansätze: Zum einen die kompetitive Inhibition, also die Zugabe der Zucker zur 
Galektin-Lösung kurz vor dem Pipettieren der Galektin-Zucker-Lösung zum Asialofetuin; zum 
anderen die Verdrängung, also das Hinzufügen der Zuckerstruktur nach der Inkubation von 
Galektin auf Asialofetuin. Beide Methoden wurden durchgeführt, um deren Machbarkeit, 
Reproduzierbarkeit und Aussagekraft zu testen. 
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Abbildung 3.17: Kompetitive Inhibition und Verdrängung der ASF-His6Gal-1C2S Bindung mit LacNAc  
1 µg ASF wurden über Nacht auf MaxiSorp-Platten immobilisiert. Die Bindung von His6Gal-1C2S an ASF wurde 
entweder erst nach der Inkubation des Galektins (Verdrängung, △) oder währenddessen (kompetitiv, ●) mit 
LacNAc inhibiert. Der Nachweis des gebundenen Galektins erfolgte über Anti-His6-Peoxidase. 
 
Der Verdrängungstest benötigt deutlich größere Mengen (z.T. 100 fach mehr) an LacNAc als 
die kompetitive Inhibition. Dies ist verständlich, da eine bereits bestehende Bindung von 
His6Gal-1C2S an Asialofetuin mit triantennären LacNAc-Strukturen vom Disaccharid gelöst 
werden muss. Da nur eine begrenzte Menge an synthetisierten poly-LacNAc-Strukturen 
vorhanden war, wurde bei den folgenden Untersuchungen ausschließlich die kompetitive 
Inhibition genutzt. 
Um den Einfluss der Linkerstruktur des eigens synthetisierten LacNAc-linker-NH2-tBoc auf die 
Bindung des His6Gal-1C2S zu untersuchen, wurde LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) mit käuflich 
erworbenem LacNAc verglichen. Des Weiteren wurde der Einfluss der Kettenlänge des poly-
LacNAc-tBoc-Oligosaccharids überprüft. Dabei wurden die in Kapitel 3.1 beschriebenen, 
synthetisierten poly-LacNAc-Strukturen als definierte Einzelstruktur eingesetzt. 
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Abbildung 3.18: Kompetitive Inhibition von ASF-His6Gal-1C2S mit LacNAc, LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) und 
verschieden langen poly-LacNAc Oligosacchariden 
Die ASF-His6Gal-1C2S-Bindung (1 µg ASF, 24 µM Gal-1) wurde kompetitiv mit unterschiedlichen Mengen 
LacNAc (●), LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) (◇) und verschieden langer poly-LacNAc Ketten inhibiert. Das 
gebundene Galektin wurde mittels Anti-His-Peroxidase nachgewiesen. Aus den resultierenden 
Inhibitionskurven wurde die Menge an Zucker ermittelt, bei der die Hälfte an Galektin nachgewiesen werden 
kann (IC50-Werte). Alle IC50-Werte aller durchgeführten Experimente wurden auf den von LacNAc-linker-NH2-
tBoc (2) bezogen und der Mittelwert ermittelt.  
 
Die Inhibitionen mit LacNAc und LacNAc-linker-tBoc zeigen keinen signifikanten Unterschied. 
Daraus resultiert, dass diese Linkerstruktur keinen detektierbaren Einfluss auf die Bindung 
hat. In der Literatur sind Einflüsse von Linkerstrukturen beschrieben (Lee et al., 1990; Andre 
et al., 2000; Vrasidas et al., 2003). Hydrophobe Modifikationen am reduzierenden Ende 
zeigten einen zusätzlich inhibitorischen Effekt (Lee et al., 1990). Es wurde daraus gefolgert, 
dass es zu hydrophoben Interaktionen am reduzierenden Ende des LacNAc mit Aminosäuren 
der CRD des Proteins kommt. Dies scheint bei dem hier genutzen Linker nicht der Fall zu 
sein. Ein möglicher Grund könnte die Größe im Vergleich zu den publizierten Linkern sein.  
Die IC50-Werte der einzelnen Reproduktionen zeigen starke Schwankungen und werden 
daher nur qualitativ ausgewertet. Die IC50-Werte von Tri- und Pentasaccharid (3a, 3b) sind 
höher als die des Di-, Tetra- und Hexasaccharids (2, 4a, 4b). Daraus kann eine Präferenz für 
Galaktose terminierte Strukturen abgeleitet werden. Eine bessere Inhibition von 
längerkettigen Oligosacchariden, z.B. Hexa- im Vergleich zu Tetrasaccharid, kann nicht 
festgestellt werden. Folglich wird interne Galaktose nicht gebunden. Diese Ergebnisse 
stimmen mit denen von Ch. Kupper überein (Kupper, 2013). Auch in der Literatur wird 
postuliert, dass die Bindung hauptsächlich an der terminalen Galaktose erfolgt (Di Virgilio et 
al., 1999) (Assay: NMR). Bei immobilisiertem Galektin-1 in frontaler 
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Affinitätschromatographie werden aber auch GlcNAc-terminierte Strukturen erkannt (Zhou 
und Cumming, 1993).  
 
In diesen Inhibitionsstudien wird die Galektin-Asialofetuin-Bindung durch lösliche, einzelne 
Glykanstrukturen inhibiert. Es ist zu beachten, dass die Glykanstrukturen nicht multivalent 
präsentiert werden. Da in vivo Glykanstrukturen grundsätzlich multivalent auf der 
Zelloberfläche oder ECM-Glykoproteinen vorkommen, ist dies ein reiner in vitro Test zur 
qualitativen Charakterisierung. 
 
3.2.1.5 Charakterisierung der Bindung von Glykoproteinen durch His6Gal-1C2S auf 
Asialofetuin 
Im nächsten Schritt sollte nun die Fähigkeit des His6Gal-1C2S zu dimerisieren und ein ECM-
Protein an die Asialofetuin-Oberfläche zu binden untersucht werden. Dazu wurde 
Asialofetuin auf die Mikrotiterplatte gebunden, diese Oberfläche mit Gal-1C2S-Lösung 
inkubiert und anschließend Laminin und Fibronektin darauf gebunden. Der Nachweis des 
Galektins erfolgte über Anti-His6-Peroxidase, der Nachweis der ECM-Proteine mittels 
primären und sekundären Antikörper. 
 
  
Abbildung 3.19: Bindung von ECM-Proteinen auf ASF-His6Gal-1C2S 
1 µg ASF wurden auf MaxiSorp-Platten immobilisiert. Anschließend erfolgte die Bindung verschiedener Mengen 
His6Gal-1C2S (A) bzw. eine konstante Menge von 60 µM (B). Im nächsten Schritt wurde eine konstante (A) bzw. 
verschiedene Menge (B) an Laminin (○) und Fibronektin (■) an ASF-His6Gal-1C2S gebunden. Der Nachweis von 
His6Gal-1 erfolgte über Anti-His-Peroxidase, der der ECM-Proteine über primären und sekundären Antikörper.  
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Der Nachweis von Galektin ist noch nach der Bindung der ECM-Proteine möglich. Es ist 
weniger Galektin für die Bindung von Laminin nötig als für Fibronektin. Die maximal 
detektierbare Menge liegt bei ca. 80-200 µg/ml. Um trotz Schwankungen der einzelnen 
His6Gal-1C2S Aufreinigungen immer die maximale Menge an His6Gal-1C2S auf ASF gebunden 
zu haben, wurde für den ECM-Aufbau eine Lösung von 1000 µg/ml (60 µM) His6Gal-1C2S auf 
ASF inkubiert. Eine Bindung von Laminin und Fibronektin konnte reproduzierbar 
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu bindet Kollagen IV nicht reproduzier an His6Gal-
1C2S (Ergebnisse nicht gezeigt). Die Bindung von Laminin ist deutlich besser (maximale 
Sättigung: 4 µg/ml) als Fibronektin. Dies ist aufgrund der Glykosylierung der ECM-Proteine 
nachvollziehbar. Laminin ist stärker glykosyliert als Fibronektin und trägt auch triantennäre 
N-Glykane, zu denen Galektin-1 eine höhere Affinität besitzt (Tajiri et al., 2005; Patnaik et al., 
2006). Kollagen IV besitzt eine N-Glykoslierungsstelle, wobei die biantennäre Struktur 
heterogen ist und zum Teil kein LacNAc enthält (Langeveld et al., 1991). 
 
Zum Nachweis der Bindung von His6Gal-1C2S an Laminin und Fibronektin über 
Zuckerstrukturen, sollte die Bindung mit LacNAc bzw. LacNAc-linker-NH2-tBoc inhibiert 
werden. Da die Zugabe von LacNAc auch die Bindung an ASF inhibieren würde, wurde ein 
neuer Versuchsaufbau gewählt. Dazu wurde His6Gal-1C2S biotinyliert. Dieses sollte auf 
Streptavidin-Platten immobilisiert und die ECM-Glykoproteine darauf gebunden werden. Im 
Anschluss sollte die Bindung mit Zuckerstrukturen inhibiert werden. 
Die Lektineigenschaft des biotinylierten His6Gal-1C2S wird durch die Bindung auf ASF 
bewiesen (Abbildung 3.20). Die Detektion des His6Gal-1C2S konnte sowohl über 
Streptavidin-Peroxidase als auch über Anti-His6-Peroxidase erfolgen. Somit konnte sowohl 
die erfolgreiche Biotinylierung als auch die Lektinbindeeigenschaft bestätigt werden.  
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Abbildung 3.20: Bindung von biotinyliertem His6Gal-1C2 auf ASF mit Nachweis durch Anti-His6-POD und 
Streptavidin-POD 
1 µg ASF wurden über Nacht auf MaxiSorp-Platten immobilisiert. Anschließend wurden verschiedene Mengen 
an biotinyliertem His6Gal-1C2S an ASF gebunden. Der Nachweis erfolgte sowohl mit Anti-His-Peroxidase (▲) als 
auch über Streptavidin-Peroxidase (□). 
 
Der Nachweis über Streptavidin- oder Anti-His-Peroxidase zeigt keinen Unterschied. Die 
Sättigung von biotinyliertem His6Gal-1C2S auf ASF ist früher als beim nicht biotinyliertem 
erreicht. Eine Erklärung wäre die Vergrößerung des hydrodynamischen Radiuses durch die 
Biotinylierung. Dadurch könnte weniger His6Gal-1C2S auf ASF gebunden werden. 
Anschließend erfolgte die Bindung des biotinylierten His6Gal-1C2S auf Streptavidin 
beschichteten Platten. Es wurde der Sättigungswert ermittelt (0,2 µg/ml). Wie erwartet ist 
die Streptavidin-Biotin-Bindung deutlich stärker als eine Zucker-Protein-Bindung wie bei ASF-
Galektin. Anschließend wurden unterschiedliche Mengen ECM-Protein an das Galektin 
gebunden.  
Im Gegensatz zur Bindung von nicht biotinyliertem His6Gal-1C2S wird eine Sättigung von 
Laminin auf biotinyliertem His6Gal-1C2S bei den zuvor eingesetzten Konzentrationen nicht 
erreicht. Das Fibronektin bindet nur schwach an das biotinylierte His6Gal-1C2S. 
Möglicherweise ist die Zugänglichkeit der Bindetasche durch die Biotinylierung trotz Nutzen 
von Laktose während Biotinylierungsvorgangs nicht mehr vorhanden. Ein weiterer Grund 
könnte eine Konformationsänderung durch die Bindung an die Streptavidinplatte sein. Im 
Folgenden wird davon ausgegangen, dass die dargelegten proteinstrukturbedingten Gründe 
nicht zutreffen. Dann sorgt Streptavidin im Vergleich zu ASF nicht für eine gerichtete 
Bindung des Galektins an die Oberfläche. Daraus folgt, dass zum Aufbau einer ECM 
Zuckerstrukturen wie das Glykoprotein ASF oder poly-LacNAc vorliegen müssen. 
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Abbildung 3.21: Immobilisierung von biotinyliertem His6Gal-1C2S auf Streptavidin (A) und Anbindung von 
Laminin und Fibronektin an His6Gal-1C2S (B)  
Verschiedene Mengen an biotinyliertem His6Gal-1C2S wurden an Streptavidin-Platten gebunden (A). Der 
Nachweis erfolgte mittels Streptavidin-Peroxidase. In einem weiteren Versuch wurde 0,3 µM biotinyliertes 
His6Gal-1C2S auf Streptavidin-Platten immobilisiert und verschiedene Mengen an Laminin und Fibronektin 
angebunden. Der Nachweis erfolgte über primären und sekundären Antikörper mit gekoppelter Peroxidase (B). 
 
Um zu beweisen, dass die Bindung über Zuckerstrukturen und nicht über eine Protein-
Protein-Wechselwirkung erfolgte, wurde die Bindung von immobilisiertem His6Gal-1C2S und 
den ECM-Proteinen mittels LacNAc und LacNAc-linker-NH2-tBoc inhibiert. Da die Bindung 
von Fibronektin nur eine geringe Signalstärke produzierte, wurde die Inhibition nur qualitativ 
ausgeführt.  
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Abbildung 3.22: Kompetitive Inhibition der Laminin- (A) bzw. Fibronektin-Bindung (B) an His6Gal-1C2S mit 
LacNAc und LacNAc-linker-NH2-tBoc 
0,3 µM biotinyliertes His6Gal-1C2S wurde auf einer Streptavidin-Platte immobilisiert. Die Bindung der ECM-
Proteine Laminin (links) und Fibronektin (rechts) wurden durch die Zugabe von LacNAc (●) und LacNAc-linker-
NH2-tBoc (2) (◇) kompetitiv inhibiert. Der Nachweis erfolgt über primären und sekundären Antikörper mit 
gekoppelter Peroxidase. 
 
Die Bindung von Laminin und Fibronektin an His6Gal-1C2S konnte durch LacNAc bzw. 
LacNAc-linker-NH2-tBoc inhibiert werden. Dies bedeutet, dass die Bindung wie erwartet über 
Zuckerstrukturen erfolgt. Der inhibitorische Effekt von  LacNAc und LacNAc-linker-NH2-tBoc 
auf die Bindung von Laminin ist im gezeigten Versuch für LacNAc etwas ausgeprägter. In der 
Reproduktion waren die IC50-Werte allerdings in etwa gleich. Veröffentlichte Ergebnisse 
zeigten die Verdrängung von Gal-1 von immobilisiertem Laminin meist durch Laktose (Cho 
und Cummings, 1995; Leppanen et al., 2005). Durch die Zugabe von Laktose konnte auch 
Fibronektin von Sepharose gebundenem Galektin eluiert werden (Ozeki et al., 1995). 
 
3.2.1.6 Aufbau einer künstlichen extrazellulären Matrix auf poly-LacNAc 
Zum Aufbau einer künstlichen ECM wurden die in Kapitel 3.1 beschriebenen poly-LacNAc-
linker-NH2-Strukturen auf aminoreaktive Platten immobilisiert. Anschließend erfolgte die 
Bindung von Galektin und ECM-Protein. Zunächst erfolgte die Charakterisierung der 
Zuckerbindung an die aminoreaktive Platte mittels LacNAc-linker-NH2. Die Galektin-poly-
LacNAc-Bindung wurde anschließend mit isolierten Einzelstrukturen charakterisiert. Im 
Gegensatz zu dem in Kapitel 3.2.1 beschriebenen Inhibitionsstudien mit einzelnen poly-
LacNAc-Strukturen ist die Präsentation der Kohlenhydrate in diesem Fall multivalent.  
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Abbildung 3.23: Immobilisierung von LacNAc-linker-NH2 (2) an aminoreaktive Platten 
Unterschiedliche Mengen an LacNAc-linker-NH2 (2) wurden über Nacht an aminoreaktive Platten immobilisiert. 
Der Nachweis erfolgte mit 60 µM His6Gal-1C2S und Anti-His-Peroxidase.  
 
 
Abbildung 3.24: Bindung von His6Gal-1C2S auf verschieden lange poly-LacNAc Strukturen 
2 mM verschieden langer poly-LacNAc-Ketten (1-3c) wurden über Nacht auf einer aminoreaktiven Oberfläche 
immobilisiert. Anschließend erfolgte die Bindung von 60 µM His6Gal-1C2S. Dies wurde mittels Anti-His-
Peroxidase nachgewiesen. NK: Negativkontrolle ohne poly-LacNAc, 1: GlcNAc-linker-NH2, 2: LacNAc-linker-NH2, 
3a: Trisaccharid, 4a: Tetrasaccharid, 3b: Pentasaccharid, 4b: Hexasaccharid, 3c: Heptasaccharid.   
 
Bereits bei 0,5-1 mM LacNAc-linker-NH2 (2) konnte eine Sättigung der aminoreaktiven Platte 
erreicht werden. Zur Charakterisierung an verschieden lange poly-LacNAc-Strukturen 
wurden 2 mM poly-LacNAc eingesetzt, um sicher in der Sättigung zu sein. Die Bindung von 
His6Gal-1C2S erfolgte insbesondere an Tetra- und Hexasaccharid (4a, 4b). Dies sind 
Galaktose terminierte Strukturen. Die geringe Bindung an LacNAc könnte durch eine 
sterischen Behinderung durch die Oberfläche begründet sein. Die Bindung an die GlcNAc-
terminierte Strukturen Penta- und Heptasaccharid (3b, 3c) wurde aufgrund der Literatur 
nicht erwartet (Stowell et al., 2004; Leppanen et al., 2005; Stowell et al., 2008). 
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Möglicherweise sind die isolierten Strukturen durch geradzahlige Kettenlängen stärker 
verunreinigt als die HPLC-Analytik vermuten lässt oder die Bindung des His6Gal-1C2S an Gal-
terminierte Strukturen ist weniger selektiv als bisher vermutet. Auch Ch. Kupper konnte in 
ihrer Doktorarbeit eine Bindung von His6Gal-1C2S an immobilisierte GlcNAc-terminierte 
Strukturen nachweisen (Kupper, 2013). Das steigende Bindesignal bei steigender 
Kettenlänge wird wie zuvor durch sterischen Effekt erklärt (Leppanen et al., 2005).  
 
Da die Herstellung einzelner poly-LacNAc-Strukturen sehr zeitaufwendig ist, sollte der 
Aufbau einer künstlichen ECM mit der poly-LacNAc-Mischung erfolgen. Sie repräsentiert 
zudem eher die natürliche Mikroumgebung der Zelle, da auch auf einer Zelle eine Diversität 
der Kettenlängen gegeben ist. Wie in Kapitel 3.1 beschrieben, ist das Hauptprodukt der 
Galaktose-terminierten poly-LacNAc-Mischung das Hexasaccharid, welches auch in 
Abbildung 3.24 als bestes gebunden wurde. Daher wurde erwartet, dass die poly-LacNAc-
Mischung entsprechend gut von His6Gal-1C2S gebunden wird.  
 
  
Abbildung 3.25: Bindung unterschiedlicher Mengen von poly-LacNAc auf einer aminoreaktive 
Mikrotiterplatte (A) und Bindung von unterschiedlichen Mengen von His6Gal-1C2S auf 1 mM poly-LacNAc (B)  
Verschiedene Mengen an poly-LacNAc wurden über Nacht auf einer aminoreaktiven Mikrotiterplatte 
immobilisert (A). Der Nachweis erfolgte über 24 µM His6Gal-1C2S und Anti-His-Peroxidase. In einem weiteren 
Versuch wurden auf 1 mM poly-LacNAc verschiedene Mengen an His6Gal-1C2S gebunden und über Anti-His-
Peroxidase nachgewiesen (B).  
 
Eine Sättigung an poly-LacNAc in einer aminoreaktiven Mikrotiterplatte wurde in allen 
Versuchen bei ca. 0,2-1,5 mM poly-LacNAc-Mischung erreicht. Damit ist die Bindung an die 
Mischung wie erwartet etwas besser als an LacNAc-linker-NH2 aufgrund der sterischen 
Hinderung. Das Maximum an His6Gal-1C2S auf poly-LacNAc beträgt ca. 20-30 µM (330-500 
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µg/ml). Damit liegt die Sättigung auf poly-LacNAc ähnlich der auf ASF (ca. 30 µM). Diese 
Ergebnisse widersprechen anscheinend den publizierten Daten, in denen multiantennäre 
Strukturen besser gebunden werden als monoantennäre (Hirabayashi et al., 2002) (Assay: 
Galektin-immobilisierte frontale Affinitätschromatographie), (Cumming, 2003) (Assay: 
Glykan array). Wahrscheinlich wird aber aufgrund der maximalen Beschichtung der Platte 
mit poly-LacNAc die monoantennäre Struktur nicht mehr als solche erkannt, sondern 
aufgrund der Dichte eine multiantennäre Struktur simuliert. Dies würde bedeuten, dass eine 
Verzweigung der Struktur nicht für die Bindung von His6Gal-1C2S herbeigeführt werden 
muss. Die Beschichtung mit linearem poly-LacNAc scheint auszureichen. 
 
Im nächsten Schritt erfolgte der Aufbau einer künstlichen ECM durch die Bindung der ECM-
Glykoproteine Laminin und Fibronektin auf poly-LacNAc-His6Gal-1C2S.  
 
 
Abbildung 3.26: Bindung von Laminin und Fibronektin auf immobilisiertem poly-LacNAc und gebundenem 
His6Gal-1C2S 
2,5 mM poly-LacNAc wurden über Nacht auf einer aminoreaktiven Mikrotiterplatte immobilisiert und 
anschließend mit 60 µM His6Gal-1C2S überschichtet. Verschiedene Mengen an Laminin und Fibronektin 
wurden auf der poly-LacNAc-His6Gal-1C2S-Oberfläche inkubiert und mittels primären und sekundären 
Antikörper nachgewiesen.  
 
Die Bindung von Laminin und Fibronektin auf poly-LacNAc-His6Gal-1C2S war möglich. Das 
Maximum an Lamininkonzentration betrug ca. 2,5 µg/ml, das an Fibronektin ca. 4 µg/ml. Die 
Bindung von Laminin auf poly-LacNAc-His6Gal-1C2S ist damit ähnlich der auf ASF. Bei 
Fibronektin ist eine klare Sättigung bei ca. 5 µg/ml zu sehen. Die bessere Bindung von 
Laminin an His6Gal-1C2S ist auf die unterschiedliche Glykoslyierung der ECM-Proteine 
zurückzuführen. Wie bereits dargestellt ist Laminin stärker glykoslyiert als Fibronektin 
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(Tanzer et al., 1993; Tajiri et al., 2005). Auch das Vorhandensein von triantennären 
Strukturen im Gegensatz zu biantennären verbessert die Bindung des Galektins zu Laminin 
(Nichols et al., 1986; Hirabayashi et al., 2002). Aufgrund der positiven Ergebnisse sollte 
anschließend der Aufbau einer künstlichen ECM auf Hydrogel erfolgen. 
 
3.2.1.7 Aufbau einer künstlichen ECM mit poly-LacNAc und Galektin-1 auf dem Hydrogel 
Der modulare Aufbau der künstlichen extrazellulären Matrix wurde dahingehend verändert, 
dass statt der käuflichen Mikrotiterplatten jetzt Mikrotiterplatten mit einer neuartigen 
Hydrogelbeschichtung (NCO-sP(EO-stat-PO)) getestet wurden. Die Hydrogelplatten wurden 
von Meike Beer (DWI, RWTH Aachen) hergestellt (Beer et al., 2012). Alle Versuche konnten 
reproduziert werden. 
 
  
Abbildung 3.27: Immobilisierung von LacNAc-linker-NH2 (2) auf NCO-sP(EO-stat-PO) (A) und Bindung von 
His6Gal-1C2S auf 2,5 mM LacNAc immobilisiert auf NCO-sP(EO-stat-PO) (B) 
Verschiedenen Mengen an LacNAc-linker-NH2 (2) wurden auf NCO-sP(EO-stat-PO) immobilisiert (A). Der 
Nachweis erfolgte über 60 µM His6Gal-1C2S und Anti-His6-Peroxidase. In einem weiteren Versuch wurden 
verschiedene Mengen an His6Gal-1C2S auf 2,5 mM poly-LacNAc gebunden und mittels Anti-His6-Peroxidase 
nachgewiesen (B).  
 
Die Bindung von LacNAc-linker-NH2 in Hydrogelmikrotiterplatten mit dem Nachweis über 
His6Gal-1C2S war möglich. Die Bindungskurve flacht ab ca. 3 mM deutlich ab, ein Maximum 
wird aber im gemessenen Bereich nicht erreicht. Die Bindungskurve von His6Gal-1C2S auf 2,5 
mM LacNAc flacht ab ca. 25 µM ab. Im Vergleich zur aminoreaktiven Platte, wo ein klares 
Maximum bei ca. 1 mM erreicht wird, ist der Nachweis von LacNAc auf Hydrogel schlechter. 
Es ist keine klare Sättigung der Platte erkennbar. Der Bereich, bei dem die Kurve abflacht, 
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kommt deutlich später als die Sättigung der aminoreaktiven Oberfläche. Die Bindung von 
His6Gal-1C2S an die LacNAc-Strukturen ist evtl. schlechter, da sie nicht alle für das Galektin 
zugänglich sind. Deshalb wird eine maximale Bindung des His6Gal-1C2S erst bei höheren 
LacNAc-Konzentrationen erreicht. 
 
Wie auf der aminoreaktiven Oberfläche wurden auch auf dem Hydrogel verschieden lange 
poly-LacNAc-Ketten immobilisiert und die Bindung von His6Gal-1C2S darauf untersucht. 
 
 
Abbildung 3.28: Bindungsstudie von His6Gal-1C2S auf immobilisierte poly-LacNAc verschiedener 
Kettenlängen auf NCO-sP(EO-stat-PO) 
2,5 mM verschiedener poly-LacNAc Kettenlängen wurden auf NCO-sP(EO-stat-PO) immobilisiert. Anschließend 
wurden 60 µM His6Gal-1C2S darauf inkubiert. Der Nachweis erfolgte über Anti-His6-Peroxidase.  
 
Die Bindung von His6Gal-1C2S an verschieden lange poly-LacNAc Ketten zeigte eine deutliche 
Bindung an geradzahligen Zuckern (2, 4a, 4b). Diese sind Galaktose terminiert. Einen 
Unterschied zwischen den Längen gibt es nicht. Daraus könnte geschlossen werden, dass 
keine interne Galaktose gebunden wird, wie in der Literatur beschrieben (Stowell et al., 
2004; Leppanen et al., 2005; Stowell et al., 2008). Des Weiteren existiert auf dem Hydrogel 
im Vergleich zur aminoreaktiven Platte keine sterische Hinderung der Bindung. Das Signal 
der Bindung an das Pentasaccharid (3b) ist höher als das an Mono- oder Trisaccharid (1, 3a). 
Eine pragmatische Erklärung dafür wäre, dass dies aufgrund von Verunreinigung durch 
Tetrasaccharid (4a) zustande kommt. Es besteht allerdings auch die Möglichkeit, dass trotz 
oben genannter Schlussfolgerung in geringem Maße interne Galaktose gebunden wird. Dies 
würde bisherigen Hypothesen in der Literatur widersprechen  (Stowell et al., 2004; 
Leppanen et al., 2005; Stowell et al., 2008). Da jedoch auch die Versuche auf den 
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aminoreaktiven Platten Signale bei GlcNAc-terminierten Strukturen aufwies und Ch. Kupper 
in ihrer Arbeit ebenfalls Bindung an GlcNAc-terminierte Strukturen feststellen konnte 
(Kupper, 2013), kann nicht ausgeschlossen werden, dass die bisherige vertretende Meinung 
in der Literatur, His6Gal-1C2S kann keine interne Galaktose binden, revidiert werden muss.  
Hervorzuheben ist weiterhin, dass die Signalstärke bei der Bindung an die 
galaktoseterminierten poly-LacNAc-Mischung in etwa auf dem Niveau der einzelnen poly-
LacNAc-Ketten, die mit Galaktose enden, liegt. Damit ist die Nutzung der Mischung anstatt 
der Einzelstrukturen generell möglich. Da die Mischung einfacher herzustellen ist, sollte der 
Aufbau mit ihr weiter untersucht werden. Grundsätzlich ist aber der Aufbau auf LacNAc-
linker-NH2 mit His6Gal-1C2S möglich und aufgrund der Vermeidung weiterer 
Syntheseschritte attraktiv.  
Die Negativkontrolle ist mit einer OD von 0,5 deutlich höher als bei anderen Versuchen 
(0,05). Das Problem, dass die Nullprobe in verschiedenen Experimenten deutlich höher war 
als bei anderen, konnte nicht gelöst werden. Es wurden verschiedene methodische Ansätze 
untersucht (Änderung der Vernetzungs- und Inkubationszeit, Puffer, Blocken z.B. mit 
Glycidol), ohne die Ursache zu erkennen und eine fortwährende Lösung zu finden.  
 
Aufgrund der einfachen Synthese wurde in den nachfolgenden Versuchen poly-LacNAc als 
Mischung mit dem Hexasaccharid als Hauptprodukt zum Aufbau einer künstlichen ECM 
eingesetzt. 
 
80   Ergebnisse und Diskussion 
  
Abbildung 3.29: Immobilisierung von poly-LacNAc auf NCO-sP(EO-stat-PO) (A) und His6Gal-1C2S auf NCO-
sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc (B) 
Verschiedenen Mengen an poly-LacNAc wurden auf NCO-sP(EO-stat-PO) immobiliisert und mit His6Gal-1C2S 
(60 µM) und Anti-His6-Peroxidase nachgewiesen (A). Im Anschluss wurde poly-LacNAc (2,5 mM) auf NCO-
sP(EO-stat-PO) immobilisiert und verschiedenen His6Gal-1C2S Konentrationen getestet (B). Der Nachweis 
erfolgte über Anti-His6-Peroxidase. 
 
Wie bei LacNAc ist auch bei poly-LacNAc keine komplette Sättigung bei der Bindung 
unterschiedlicher poly-LacNAc- und His6Gal-1C2S-Konzentrationen auf der 
Hydrogeloberfläche zu erkennen. Da die Hydrogelschicht nicht mittels spin-coating wie zuvor 
beschrieben (Reska et al., 2008; Sauerzapfe, 2008) aufgetragen wird, ist wahrscheinlich auch 
kein Monolayer des Polymers als Oberfläche vorhanden. Es könnten auch mehrere Schichten 
des Polymers vorliegen. Dadurch spielt möglichweise auch die Topologie der Oberfläche eine 
Rolle bei der Immobilisierung von poly-LacNAc und der Bindung der Galektine. Dies wird 
auch von K. Adamiak vermutet aufgrund der schlechten Bindung des pilzlichen Galektins 
His6CGL2 an ähnliche poly-LacNAc-Strukturen (Adamiak, 2011). 
Da die Kurve bei ca. 2,5 mM (poly-)LacNAc und 60 µM His6Gal-1C2S abflacht, wurden diese 
Konzentrationen zum Aufbau einer künstlichen ECM genutzt.  
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Abbildung 3.30: Bindung von Laminin und Fibronektin auf NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6Gal-1C2S 
Auf NCO-sP(EO-stat-PO) wurde poly-LacNAc (2,5 mM) immobilisiert. Daran wurde His6Gal-1C2S (60 µM) und 
Laminin (◍) und Fibronektin (■) gebunden. Der Nachweis erfolgte über primären und sekundären Antikörper 
mit gekoppelter Peroxidase. 
 
Die Bindung von Laminin und Fibronektin auf einer Hydrogeloberfläche mit immobilisiertem 
poly-LacNAc und His6Gal-1C2S war möglich. Die Bindung erfolgte konzentrationsabhängig. 
Dabei ist die Bindung von Laminin deutlich besser als von Fibronektin. Dies stimmt mit den 
Ergebnissen überein, die auf ASF und mit poly-LacNAc auf gekauften aminoreaktiven Platten 
bereits gezeigt wurden. Der Kurvenverlauf ist ähnlich dem auf gekauften Platten. Eine 
deutliche Sättigung wurde bei den gewählten Konzentrationen nicht erreicht, jedoch flachen 
die Kurven ab, sodass davon ausgegangen wird, dass das Maximum bald erreicht worden 
wäre. 
 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass es möglich war, auf NCO-sP(EO-stat-PO) 
eine mimetische ECM mit poly-LacNAc, His6Gal-1C2S und Laminin bzw. Fibronektin 
aufzubauen. Die Mutante wird aufgrund der Stabilität im Vergleich zum Wildtyp bevorzugt. 
Im Gegensatz zu den käuflichen aminoreaktiven Platten kann LacNAc-linker-NH2 für die 
Bindung von His6Gal-1C2S auf NCO-sP(EO-stat-PO) ebenso gut genutzt werden wie die poly-
LacNAc-Mischung. Dadurch könnte weiter Material und Zeit eingespart werden. Auf NCO-
sP(EO-stat-PO) scheinen auch topologische Effekte eine Rolle bei der Galektin-poly-LacNAc-
Bindung eine Rolle zu spielen. Trotzdem ist der Aufbau einer mimetischen ECM möglich. Im 
nächsten Schritt (Kapitel 3.3) sollte nur der Aufbau in Zellexperimenten weiter validiert 
werden. 
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3.2.2 Galektin-3 als Mediator zwischen poly-LacNAc und ECM-
Glykoprotein 
Galektin-3 besitzt im Vergleich zu den anderen menschlichen Galektinen eine einzigartige 
Struktur. Außer der bei allen Galektinen vorkommenden CRD weist das Galektin-3 einen 
langen N-Terminus auf. Dessen genaue Funktion im Hinblick auf die Oligomerisierung wird in 
der Literatur diskutiert (Massa et al., 1993; Yang et al., 1998; Ahmad et al., 2004; Nieminen 
et al., 2007). Wie das Galektin-1 sollte auch das Galektin-3 kloniert, in E. coli exprimiert und 
in Mikrotiterplattenassays, auf Hydrogel-Oberflächen und in Zellexperimenten 
charakterisiert werden. Ein Teil der Charakterisierung wurde von Christiane Römer im Zuge 
ihrer Masterarbeit unter meiner Betreuung durchgeführt. 
 
3.2.2.1 Klonierung, Expression und Aufreinigung 
Das Galektin-3 wurde aus humaner, mesangialer cDNS amplifiziert, mit entsprechenden 
Schnittstellen versehen und nach der Restriktion in den pETDuet-1-Vektor ligiert. Das 
Sequenzierergebnis weist drei Punktmutationen zu der publizierten Vergleichssequenz von 
M. W. Robertson (Robertson et al., 1990) auf. Dies führte zum Austausch folgender 
Aminosäuren: H64P, P98T und M130V. Bei H64P und P98T handelt es sich um single 
nucleotid polymorphism (SNP). Darunter versteht man Variationen von einzelnen 
Basenpaaren im DNS-Strang, die bei mindestens 1% der jeweiligen Population vorkommen. 
Bei der Variation H64P handelt es sich um einen Austausch des Adenins (A) zu Cytosin (C) bei 
Base 209. Die Verteilung der Genotyphäufigkeit in der europäischen Bevölkerung ist wie 
folgt: A/A=0,217, A/C=0,467, C/C=0,317. Das bedeutete für die Allelhäufigkeit: A=0,45 und 
C=0,55 (NCBI, 2007). Folglich sind beide zu annähernd gleichen Teilen in der europäischen 
Bevölkerung vertreten. Die Variation von P98T ist eine Folge aus der Veränderung von 
Cytosin zu Adenin in Base 310. Auch hier ist die Verteilung in der europäischen Bevölkerung 
auf beide Allele gleich gewichtet (A/A=0,267, A/C=0,517, C/C=0,217, A=0,525, C=0,475) 
(NCBI, 2007). Für die Klonierung des gal-3 bedeutete dies, dass der Donor der cDNS über die 
jeweils anderen Allele als die Vergleichssequenz verfügte. Im Gegensatz zu den SNPs handelt 
es sich bei M130V tatsächlich um eine Mutation. Sie ist in der CRD im F2-Strang lokalisiert 
(Barondes et al., 1994; Seetharaman et al., 1998; Camby et al., 2006). Eine besondere 
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Funktion des F2-Stranges mit der Mutation wird bei Seetharaman et al. nicht erwähnt. An 
der Zuckerbindung beteiligt sind die Stränge S4-S6a/S6b (Seetharaman et al., 1998). 
Trotzdem erfolgte eine Rückmutation der M130V Stelle. Die Sequenz befindet sich im 
Anhang. 
 
Die Expression erfolgte in E. coli BL21(DE3). Aus einem Liter TB-Medium konnten 12-16 g 
Zellen gewonnen werden. Die Aufreinigung erfolgte über IMAC. Anschließend wurden die 
proteinhaltigen Fraktionen vereinigt und mittels Ultrafiltration in PBS-Puffer umgepuffert. 
Die Aufreinigung wurde mittels SDS-PAGE und Western Blot überprüft. Es wurden nur ca. 1 
mg Protein pro g Zellfeuchtmasse aufgereinigt. Das Galektin ließ sich ohne Schwierigkeiten 
für 1-2 Wochen bei 4°C lagern. Lediglich beim Aufkonzentrieren wurde die Membran durch 
ausfallendes Protein verstopft. 
 
3.2.2.2 Bindung von His6Gal-3 auf Asialofetuin und poly-LacNAc 
Zunächst sollte auf dem Standardprotein ASF untersucht werden, ob und unter welchen 
Bedingungen das rekombinanten His6Gal-3 Zuckerstrukturen bindet. Des Weiteren wurde 
getestet, ob die Linkerstruktur des (poly-)LacNAc einen Einfluss auf die Kohlenhydratbindung 
besitzt. Abschließend sollte die Quervernetzung von ECM-Glykoproteinen auf ASF mit Hilfe 
des His6Gal-3 als Test für die spätere Bindung auf poly-LacNAc gezeigt werden. 
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Abbildung 3.31: Die Bindung von His6Gal-3 auf ASF und deren Abhängigkeit von der Lagerung bei 
verschiedenen pH-Werten 
In einer Mikrotiterplatte wurde ASF (200 µl, 5 µg/ml) immobilisiert. Anschließend erfolgte die Bindung von 
verschiedenen Mengen an His6Gal-3 (A). Die Abhängigkeit vom pH-Wert wurde untersucht, indem das His6Gal-
3 (18 µM) 2 Tage (schwarz), 3 Tage (grau) und 7 Tage (weiß) bei verschiedenen pH-Werten gelagert wurde (B). 
Anschließend wurde die Bindung zu ASF getestet. Der Nachweis wurde mit Anti-His6-Peroxidase durchgeführt. 
Die relative OD bezieht sich auf pH 7,0. 
 
Die Bindung von His6Gal-3 an ASF kann nachgewiesen werden. Die maximale Sättigung wird 
bei ca. 25 µM erreicht, die halbmaximale bei 8 µM. Dies entspricht ungefähr den Daten von 
Ch. Kupper (Kupper, 2013), die eine halbmaximale Sättigung bei 5 µM erreicht. Des Weiteren 
wurde der Einfluss des pH-Wertes untersucht. Das pH-Optimum liegt bei pH 7,5. Dabei 
zeigen sich Unterschiede in der Bindung zu ASF deutlicher nach längerer Lagerzeit, 
möglicherweise aufgrund der Denaturierung des Galektins bei nicht-optimalem pH-Wert. 
Die Lagerstabilität einer His6Gal-3-Lösung sollte durch das Hinzufügen von verschiedenen 
Konzentrationen an PEG4000 erhöht werden. Um den Einfluss von PEG auf den ELLA zu 
untersuchen, wurde ein Assay direkt nach Zugabe von PEG durchgeführt, ohne dass das 
His6Gal-3 gelagert wurde. Das Ergebnis zeigte wie bei His6Gal-8 eine Beeinflussung der 
Signalstärke durch PEG. Daher wurde auf die Zugabe von Additiven verzichtet und ein 
Verlust an Protein während der Lagerung in Kauf genommen. 
 
Um die Kohlenhydratabhängigkeit der ASF-His6Gal-3-Bindung zu beweisen, wurde diese 
durch LacNAc bzw. LacNAc-linker-NH2-tBoc kompetitiv inhibiert. Gleichzeitig wurde der 
Einfluss des Linkers validiert. 
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Abbildung 3.32: Kompetitive Inhibition der ASF-His6Gal-3-Bindung mit LacNAc und LacNAc-linker-NH2-tBoc 
ASF wurde auf Mikrotiterplatten immobilisert. Anschließend erfolgte die Bindung von His6Gal-3 (26,7 µM) in 
Anwesenheit von LacNAc (●) bzw. LacNAc-linker-NH2-tBoc (◇). Der Nachweis von gebundenem His6Gal-3 wurde 
über Anti-His6-Peroxidase geführt.  
 
Die Inhibition der ASF-His6Gal-3-Bindung war möglich. Dabei unterscheiden sich die 
Inhibitionskurven von LacNAc und LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) nicht wesentlich. Folglich hat 
der Linker keinen Einfluss auf die Galektinbindung. Dies stimmt mit den Literaturdaten 
überein, bei denen das Aglykon, bestehend aus einer para-Nitrophenol- bzw. Methylgruppe, 
keine Veränderung der Bindung zeigt (Knibbs et al., 1993). Die Inhibition ist bei ca. 2 mM 
erreicht, der IC50-Wert liegt bei ca. 0,2 mM. Dieser Wert liegt leicht unterhalb des von Ch. 
Kupper publizierten IC50-Wert von LacNAc (0,66 mM) (Kupper, 2013). 
 
Um zu zeigen, dass grundsätzlich eine Quervernetzung von ECM-Glykoproteinen an eine 
(poly-)LacNAc-Oberfläche über His6Gal-3 möglich ist, wurde der Aufbau zunächst mit dem 
Standardprotein ASF getestet. 
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Abbildung 3.33: Bindung von ECM-Glykoproteinen an ASF-His6Gal-3 
Der Aufbau einer künstlichen ECM erfolgte auf ASF mit His6Gal-3 (50 µl, 27 µM) und Laminin (◍) und 
Fibronektin (■). Der Nachweis der Glykoproteine verlief über primären und sekundären Antikörper mit 
gekoppelter Peroxidase.  
 
Die Bindung von Laminin und Fibronektin war auf ASF-His6Gal-3 möglich. Wie erwartet kann 
His6Gal-3 Oligomere bilden, die eine Quervernetzung der ECM-Proteine zur ASF-Oberfläche 
bewerkstelligen. Die Bindung von Laminin ist dabei deutlich besser. Es wird eine Sättigung 
bei ca. 5 µg/ml erreicht. Für Fibronektin konnte keine Sättigungskurve aufgenommen 
werden. Ch. Kupper berichtet von einer halbmaximalen Sättigung von ca. 0,75 µg/ml (0,9 
nM) Laminin und 60 µg/ml (240 nM) Fibronektin (Kupper, 2013), was bei Laminin in etwa 
den hier dargestellten Daten entspricht. Die Vermutung von Ch. Kupper, dass es aufgrund 
der unterschiedlichen Glykosylierung von Laminin und Fibronektin zu einem solch 
unterschiedlichen Bindeverhalten kommt, wird nicht geteilt. Spätere Versuche auf poly-
LacNAc zeigen eine Sättigung bei ca. 5 µg/ml (20 nM) und einen anschließenden weiteren 
Anstieg. Daher wird angenommen, dass die Fibronektinschicht möglicherweise nicht aus 
einem Monolayer besteht, sondern aus mehreren für den Antikörper zugänglichen 
Schichten. 
 
Im nächsten Schritt des modularen Aufbaus einer künstlichen ECM wurde das ASF durch die 
eigens synthetisierte poly-LacNAc-Mischung ersetzt. Um den generellen Aufbau einer 
künstlichen ECM nachzuweisen und die dafür nötigen Mengen zu bestimmen, wurden 
unterschiedliche Mengen an poly-LacNAc, His6Gal-3 bzw. Laminin und Fibronektin auf den 
entsprechenden Oberflächen gebunden. 
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Abbildung 3.34: Bindung von poly-LacNAc und His6Gal-3 auf aminoreaktiven Mikrotiterplatten 
Auf aminoreaktiven Mikrotiterplatten wurden verschiedene Mengen an poly-LacNAc (A) immobilisiert und mit 
His6Gal-3 (36 µM) nachgewiesen. In einem zweiten Versuch wurde poly-LacNAc (0,6 mM) gekoppelt und mit 
unterschiedlichen Mengen His6Gal-3 gebunden (B). Der Nachweis erfolgte über Anti-His6-Peroxidase.  
 
  
Abbildung 3.35: Aufbau einer künstlichen ECM mit poly-LacNAc und His6Gal-3 
Poly-LacNAc (0,6 mM) wurde auf aminoreaktiven Platten immobilisiert und mit 28 µM His6Gal-3 beschichtet. 
Anschließend wurde Laminin (◍) und Fibronektin (■) gebunden. Der Nachweis erfolgte über primären und 
sekundären Antikörper mit gekoppelter Peroxidase. 
 
Der Aufbau einer künstlichen ECM mit poly-LacNAc, His6Gal-3 und Laminin bzw. Fibronektin 
konnte nachgewiesen werden. Um die Mikrotiterplatten zu beschichten, werden mind. 
1 mM poly-LacNAc benötigt. Darauf können ca. 15 µM His6Gal-3 gebunden werden. Die 
Bindung von Laminin ist bei 3-5 µg/ml gesättigt. Die Bindungskurve lässt eine Sättigung von 
Fibronektin bei ca. 3-5 µg/ml vermuten. Das Signal steigt anschließend allerdings weiter an. 
Die Sättigungswerte von Laminin entsprechen den Werten, die auf ASF gemessen wurden. 
Die Bindung von His6Gal-3 an poly-LacNAc ist mit 15 µM sogar besser als auf dem 
Standardprotein ASF. Dies liegt begründet in der Glykosylierung von ASF. Da ASF keine sich 
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wiederholende LacNAc-Einheiten trägt, die Bindung von Gal-3 aber zu poly-LacNAc laut 
Literatur (Hirabayashi et al., 2002; Stowell et al., 2008) besser ist als zu LacNAc, wird die 
synthetisierte poly-LacNAc Mischung besser gebunden. Dies bedeutet, dass die poly-LacNAc 
Mischung in weiteren Versuchen auf Hydrogelen eingesetzt werden kann, um eine 
künstliche ECM zu schaffen. 
 
3.2.2.3 Aufbau einer künstlichen ECM mit poly-LacNAc und Galektin-3 auf dem Hydrogel 
Zur Herstellung eines Biomaterials ist eine Oberfläche nötig, die an sich inert ist. Daher 
wurde der modulare Aufbau, wie er in Kapitel 3.2.2.2 präsentiert wurde, auf NCO-sP(EO-
stat-PO) übertragen. Da die Herstellung von poly-LacNAc von LacNAc-linker-NH2 ausgeht, 
wurde dieses zunächst als einfachstes Konstrukt auf NCO-sP(EO-stat-PO) immobilisiert.  
 
  
Abbildung 3.36: Immobilisierung von (poly)-LacNAc-linker-NH2 (2) auf NCO-sP(EO-stat-PO) 
Zunächst wurden verschiedene Konzentrationen von LacNAc-linker-NH2 auf NCO-sP(EO-stat-PO) immobilisiert 
und mittels His6Gal-3 nachgewiesen (A). In einem nächsten Experiment wurde poly-LacNAc (pLN, 2,5 mM) auf 
NCO-sP(EO-stat-PO) gebunden und mit His6Gal-3 (53,5 µM) überschichtet (B). Als Kontrolle dienten 
Oberflächen mit poly-LacNAc und ausschließlich NCO-sP(EO-stat-PO). Der Nachweis erfolgte über Anti-His6-
Peroxidase.   
 
Der Nachweis von LacNAc-linker-NH2 auf NCO-sP(EO-stat-PO) war ab einer Konzentration 
von 4 mM möglich. Eine Sättigung wurde bei den untersuchten Konzentrationen, wie sie für 
poly-LacNAc üblich waren, nicht erreicht. Daher wurden für die nachfolgenden Versuche 
Konzentrationen an poly-LacNAc und His6Gal-3 gewählt, die auf aminoreaktiven Platten in 
der Sättigung liegen. Zum Aufbau einer künstlichen ECM auf NCO-sP(EO-stat-PO) wurde 
zunächst die Bindung von poly-LacNAc und His6Gal-3 nachgewiesen (Abbildung 3.36 B). Eine 
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Bindung von poly-LacNAc und His6Gal-3 auf NCO-sP(EO-stat-PO) konnte festgestellt werden. 
Der Versuch zeigt, dass auf NCO-sP(EO-stat-PO) eine ausreichende Menge an längerkettigen 
LacNAc-Strukturen präsentiert wird, deren Bindung nicht sterisch durch die 
Mikrotiterplattenoberfläche gehemmt ist. Folglich kann die hier präsentierte Grundstruktur 
poly-LacNAc auch in weiterführenden Versuchen genutzt werden, um durch Änderung der 
Zuckerstruktur eine Spezifität für His6Gal-3 herzustellen (Kupper, 2013). 
 
Definierte Einzelstrukturen des poly-LacNAc wurden auf NCO-sP(EO-stat-PO) immobilisiert, 
um nachzuweisen, welche Kettenlänge nötig ist, um eine His6Gal-3-Bindung auf NCO-sP(EO-
stat-PO) zu ermöglichen.  
 
 
Abbildung 3.37: Bindung definierter poly-LacNAc-Strukturen auf NCO-sP(EO-stat-PO) und Nachweis mittels 
His6Gal-3 
Auf NCO-sP(EO-stat-PO) wurden definierte poly-LacNAc-Strukturen (1-4b) und die poly-LacNAc-Mischung 
immobilisiert. Als Negativkontrolle diente NCO-sP(EO-stat-PO) (sPEG). Anschließend wurden die 
Zuckerstrukturen von His6Gal-3 gebunden. Der Nachweis erfolgte über Anti-His6-Peroxidase. 1: GlcNAc-linker-
NH2, 2: LacNAc-linker-NH2, 3a: Trisaccharid, 4a: Tetrasaccharid, 3b: Pentasaccharid, 4b: Hexasaccharid. 
 
Beispielhaft ist das Ergebnis eines Versuches in Abbildung 3.37 dargestellt. Für die Bindung 
von His6Gal-3 ist eine Kettenlänge von mindestens dem Tetrasaccharid (4a) erforderlich. Die 
Menge an nachgewiesenem His6Gal-3 steigt mit ansteigender Kettenlänge. Einen Verlust an 
Bindung von nicht-galaktose-terminierten poly-LacNAc Strukturen wie bei His6Gal-1C2S kann 
nicht festgestellt werden. Dieses Ergebnis stimmt mit den Daten von Ch. Kupper auf 
aminoreaktiven Platten (Kupper, 2013) und weiteren Literaturdaten überein (Hirabayashi et 
al., 2002; Rapoport et al., 2008; Stowell et al., 2008). Aufgrund publizierter Daten kann 
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davon ausgegangen werden, dass interne Galaktose erkannt wird und dass der Effekt nicht 
ausschließlich auf sterische Hinderung beruht  (Stowell et al., 2008). 
Die Bindung von His6Gal-3 an die poly-LacNAc-Mischung im Vergleich zu den 
Einzelstrukturen war bei allen Versuchen immer besser als an das Tetrasaccharid (4a). Dies 
ist verständlich, da die Mischung das Hexasaccharid (4b) als Hauptprodukt aufweist. Der 
Grund der minder guten Bindung des hier gezeigten Ergebnisses der poly-LacNAc-Mischung 
gegenüber des Hexasaccharids wird in der geringeren Konzentration des Hexasaccharids (4b) 
in der Mischung vermutet. Des Weiteren schwanken die Anteile an Tetra- bzw. 
Oktasaccharid (4a, 4c) in den Mischungen.   
Auch wenn einige Daten zur Bindung von Galektinen vorhanden sind, so zeigen 
Vergleichsexperimente einer Arbeitsgruppe mit verschiedenen solid phase assays, dass 
verschiedene Assays verschiedene Ergebnisse hervorbringen. Stowell et al. (Stowell et al., 
2008) zeigten z.B., dass Gal-3 im Glykan-Array Laktose und LacNAc nicht bindet, aber sehr 
wohl im SPR. Folglich war der Nachweis der Bindung auf unterschiedlichen Oberflächen 
nötig. 
 
Im nächsten Schritt sollte der Aufbau einer künstlichen ECM auf NCO-sP(EO-stat-PO) mit der 
poly-LacNAc-Mischung, His6Gal-3 und den ECM-Glykoproteinen Laminin und Fibronektin 
gezeigt werden. 
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Abbildung 3.38: Aufbau einer künstlichen ECM auf NCO-sP(EO-stat-PO) 
Auf NCO-sP(EO-stat-PO) wurde poly-LacNAc (pLN), His6Gal-3 und Laminin (Lam) bzw. Fibronektin (FN) 
gebunden. Als Nachweis dienten Primärantikörper gegen Laminin bzw. Fibronektin (AK-Lam bzw. AK_FN) und 
ein Sekundärantikörper mit gekoppelter Peroxidase. Als Negativkontrolle fungierte NCO-sP(EO-stat-PO) (sPEG) 
und die Oberfläche mit poly-LacNAc und His6Gal-3 ohne Glykoprotein aber mit Antikörper (sPEG-pLN-Gal3-
AK_Lam bzw. sPEG-pLN-Gal3-AK_FN). 
 
Der Aufbau einer künstlichen ECM auf NCO-sP(EO-stat-PO) konnte nachgewiesen werden 
(Abbildung 3.38). Dabei liegt die Signalstärke von Laminin deutlich über dem von 
Fibronektin. Der naheliegende Grund dafür liegt in der Glykosylierung der ECM-Proteine. 
Wie bereits bei Gal-1 beschrieben, ist Laminin stärker N-glykosyliert. Dabei tragen die meist 
triantennären Strukturen poly-LacNAc-Strukturen, wohingegen Plasmafibronektin 
hauptsächlich LacNAc auf biantennären Strukturen trägt (Tanzer et al., 1993; Tajiri et al., 
2005; Stowell et al., 2008). Da Gal-3 längerkettige poly-LacNAc-Strukturen besser erkennt als 
LacNAc ist die bessere Bindung von Laminin verständlich. 
Als Negativkontrolle diente NCO-sP(EO-stat-PO) und der komplette Aufbau inklusive 
Antikörper aber ohne die Glykoproteine. Dadurch konnte ausgeschlossen werden, dass die 
Antikörper unspezifisch binden und ein falsch positives Signal liefern. Ein Hintergrundsignal 
von OD 0,05 ist normal. 
 
In diesem Kapitel konnte der modulare Aufbau einer künstlichen ECM mit His6Gal-3 auf 
verschiedenen Oberflächen (MaxiSorp, käufliche aminoreaktive Platten, NCO-sP(EO-stat-
PO)) mit unterschiedlichen Zuckerstrukturen und ECM-Glykoproteinen gezeigt werden. Im 
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Folgenden sollte diese künstliche ECM auf  NCO-sP(EO-stat-PO) mit poly-LacNAc, His6Gal-3 
und ECM-Glykoprotein in Zellexperimenten getestet werden.  
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3.2.3 Charakterisierung des Galektin-8 und seiner Domänen zum 
Aufbau einer künstlichen ECM 
Galektin-8 ist ein tandem-repeat type Galektin. Es besteht aus zwei CDRs, die durch die 
sogenannte hinge-Region miteinander verknüpft sind. Beide CDRs unterscheiden sich in ihrer 
Aminosäuresequenz und ihren Zuckerbindeeigenschaften. Daher sollten sowohl das 
komplette Gal-8 als auch die einzelnen CRDs kloniert, exprimiert und charakterisiert werden. 
 
Die einzelnen CRDs wurden definiert wie beschrieben (Patnaik et al., 2006). In der 
vorliegenden Arbeit wird die N-terminale CRD als Gal-8N bezeichnet, die C-terminale CRD als 
Gal-8C. Um den Einfluss des His-Tags zu untersuchen, wurden die Konstrukte so kloniert, 
dass sich ein His-Tag an den CRDs entweder N-terminal (His6Gal-8N bzw. His6Gal-8C) oder C-
terminal (Gal-8NHis6 bzw. Gal-8CHis6) befindet. Folglich sollten folgende Konstrukte kloniert 
und exprimiert werden: 
 
His6
 
   1  MGSSHHHHHH SQDPNSSSAR PMLSLNNLQN IIYNPVIPFV GTIPDQLDPG TLIVIRGHVP 
  61  SDADRFQVDL QNGSSVKPRA DVAFHFNPRF KRAGCIVCNT LINEKWGREE ITYDTPFKRE 
 121  KSFEIVIMVL KDKFQVAVNG KHTLLYGHRI GPEKIDTLGI YGKVNIHSIG FSFSSDLQST 
 181  QASSLELTEI VRENVPKSGT PQLSLPFAAR LNTPMGPGRT VVVQGEVNAN AKSFNVDLLA 
 241  GKSKDIALHL NPRLNIKAFV RNSFLQESWG EEERNITSFP FSPGMYFEMI IYCDVREFKV 
 301  AVNGVHSLEY KHRFKELSSI DTLEINGDIH LLEVRSW  
Abbildung 3.39: Schematische Darstellung des His6Gal-8 und Aminosäuresequenz 
Das tandem-repeat Galektin-8 besteht aus einer N-terminalen (gelb) und C-terminalen (rot-orange) CRD, die 
mit einem Linker, der hinge-Region (blau), verbunden sind. Das rekombinante Galektin dieser Arbeit trägt zur 
besseren Aufreinigung und Detektion einen His6-Tag (grau hinterlegt). 
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His6
 
   1  MGSSHHHHHH SQDPNSSSAR PMLSLNNLQN IIYNPVIPFV GTIPDQLDPG TLIVIRGHVP 
  61  SDADRFQVDL QNGSSVKPRA DVAFHFNPRF KRAGCIVCNT LINEKWGREE ITYDTPFKRE 
 121  KSFEIVIMVL KDKFQVAVNG KHTLLYGHRI GPEKIDTLGI YGKVNIHSIG FSFSSDLQST 
 181  IV  
Abbildung 3.40: Schematische Darstellung und Aminosäuresequenz des His6Gal-8N 
Die rekombinante Form His6Gal-8N der N-terminalen CRD (gelb) wird mit N-terminalem His6-Tag (grau) 
exprimiert. Teile des Linkers sind noch vorhanden (blau).  
 
 
His6
 
   1  MLSLNNLQNI IYNPVIPFVG TIPDQLDPGT LIVIRGHVPS DADRFQVDLQ NGSSVKPRAD 
  61  VAFHFNPRFK RAGCIVCNTL INEKWGREEI TYDTPFKREK SFEIVIMVLK DKFQVAVNGK 
 121  HTLLYGHRIG PEKIDTLGIY GKVNIHSIGF SFSSDLQSTS LAAALEHHHH HH  
Abbildung 3.41: Schematische Darstellung und Aminosäuresequenz des Gal-8NHis6 
In der rekombinanten Form Gal-8NHis6 wird die N-terminale CRD (gelb) mit einem Teil des Linkers (blau) und 
einem C-terminalen His6-Tag exprimiert. Die übrigen Aminosäuren (schwarz) sind der Klonierungsstrategie 
geschuldet. 
 
 
His6
 
   1  MGSSHHHHHH SQDPNSSSAR QQLSLPFAAR LNTPMGPGRT VVVQGEVNAN AKSFNVDLLA 
  61  GKSKDIALHL NPRLNIKAFV RNSFLQESWG EEERNITSFP FSPGMYFEMI IYCDVREFKV 
 121  AVNGVHSLEY KHRFKELSSI DTLEINGDIH LLEVRSW  
Abbildung 3.42: Schematische Darstellung und Aminosäuresequenz des His6Gal-8C 
Die rekombinante Form His6Gal-8C trägt einen N-terminalen His-Tag (grau) an der C-terminalen CRD (rot-
orange). 
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His6
 
   1  MQLSLPFAAR LNTPMGPGRT VVVQGEVNAN AKSFNVDLLA GKSKDIALHL NPRLNIKAFV 
  61  RNSFLQESWG EEERNITSFP FSPGMYFEMI IYCDVREFKV AVNGVHSLEY KHRFKELSSI 
 121  DTLEINGDIH LLEVRSWNAA ALEHHHHHH 
 
Abbildung 3.43: Schematische Darstellung und Aminosäuresequenz des Gal-8CHis6 
In der rekombinanten Form Gal-8CHis6 wird die C-terminale CRD des Gal-8 (rot-orange) mit einem C-terminalen 
His6-Tag (grau) exprimiert. 
 
Ein Teil der Klonierung und Charakterisierung wurde von Martin Pöhnlein im Zuge seiner 
Masterarbeit und von Anna Eisele in ihrem Forschungspraktikum unter meiner Betreuung 
durchgeführt. 
 
3.2.3.1 Klonierung und Expression des kompletten Galektins-8 und der einzelnen 
Domänen  
Das gal-8 wurde aus humaner, mesangialer cDNS mittels PCR amplifiziert, in den Vektor 
pETDuet-1 zwischen AscI und NotI ligiert und in E. coli transformiert. Die Sequenz wurde von 
Sequiserve GmbH (Vaterstetten, Deutschland) bestätigt (Anhang). Aufgrund der gewählten 
Klonierungsstrategie wird das Galektin-8 mit einem N-terminalen His-Tag exprimiert. In der 
N-CRD befindet sich ein single nucleotid poylymorphism an V76M, in der C-CRD bei Q204L. 
Die Gensequenzen der N- bzw. C-terminalen CRD des Gal-8 wurden wie in Kapitel 4.4.3 
beschrieben in die Vektoren pETDuet-1 zur Expression mit N-terminalen His6-Tag und in den 
Vektor pET22b(+) zur Expression mit C-terminalen His6-Tag kloniert. Die Sequenzen (Anhang) 
wurden von Sequiserve GmbH (Vaterstetten, Deutschland) bestätigt.  
 
3.2.3.1.1 Expression und Aufreinigung des His6Gal-8 
Die Expression des His6Gal-8 erfolgte in E. coli BL21 (DE3). Zunächst wurden die 
Expressionsbedingungen (Induktionszeitpunkt und IPTG-Konzentration) untersucht. Es 
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede, so dass die Expression ohne vorherige 
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Inkubation der Hauptkultur sofort mit 100 µM IPTG induziert werden kann. Die Zellausbeute 
beträgt ca. 15 g pro Liter Medium, die Galektin-8-Ausbeute nach IMAC ca. 1,5 mg/g Zellen. 
 
 
A            B  
Abbildung 3.44: SDS-PAGE (A) und Western Blot (B) einer His6Gal-8-Aufreinigung 
Zu sehen ist ein 18%-iges Polyacrylamidgel, gefärbt mittels Coomassie-Blue (A) und dazugehöriger Western Blot 
(B). Die Detektion des Western Blots erfolgte durch Anti-His-Peroxidase. 1: PageRuler prestained protein ladder 
(Fermentas), 2: zusammengefügte Elutionsfraktionen, 3: Waschfraktion, 4: Durchfluss, 5: Rohextrakt, 6: Pellet  
 
In der SDS-PAGE (Abbildung 3.44) ist im Rohextrakt ein überexprimiertes Protein bei einer 
Größe von ca. 37 kDa zu sehen, was der theoretischen Größe des His6Gal-8 (37,98 kDa) 
entspricht. Im Pellet befindet sich ebenfalls His6Gal-8. Da aber genügend lösliches His6Gal-8 
exprimiert wurde, wurde auf eine Optimierung der Expression mit weniger 
Einschlusskörperchen verzichtet. In der Waschfraktion befindet sich kein His6Gal-8. Das Eluat 
enthält His6Gal-8 (ca. 37 kDa), des Weiteren Proteine von der Größe von ca. 23 kDa und 70 
kDa. Bei Ersterem könnte es sich um ein Abbruchprodukt oder um ein nachträgliches 
Spaltprodukt von Proteasen handeln. Es ist bekannt, dass sie Galektine bevorzugt am Linker-
Peptid spalten (Nishi et al., 2005). Protein mit His-Tag von einer Größe von ca. 70 kDa könnte 
ein Dimer sein. 
 
3.2.3.1.2  Expression und Aufreinigung der CRD-Varianten 
Die Konstrukte His6Gal-8N, Gal-8NHis6 und His6Gal-8C konnten ohne Probleme mittels IMAC 
aufgereinigt werden. Beispielhaft sind von Gal-8NHis6 die Ergebnisse von SDS-PAGE und 
Western Blot dargestellt (Abbildung 3.45).  
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Abbildung 3.45: SDS-PAGE und Western Blot von Gal-8NHis6 und His6Gal-8C 
Die Trennung der einzelnen Proben erfolgte in einem 14 %-igen Polyacrylamidgel. Dieses wurde entweder mit 
Comassie Blue angefärbt (A) oder der Nachweis von Proteinen mit His-Tag erfolgte über Westen Blot mit Anti-
His6-Peroxidase (B). 1: PageRuler prestained protein ladder (Fermentas), 2: Pellet, 3: Rohextrakt, 4: Durchfluss, 
5: Elution 
 
Die Konstrukte His6Gal-8N, Gal-8NHis6 und His6Gal-8C besitzen eine theoretische Größe von 
19,2 kDa, 19,3 kDa und 17,8 kDa. Die CRD-Varianten wurden überexprimiert und wurden mit 
wenigen Fremdproteinen eluiert (Abbildung 3.45). Inclusion bodies sind im Pellet vorhanden. 
Auf eine Optimierung der Expression wurde aber aufgrund der guten Ausbeute an Protein 
verzichtet. 
 
Für das Konstrukt Gal-8CHis6 konnte keine erfolgreiche Expression und Aufreinigung 
etabliert werden. In E. coli BL21(DE3) wurden erfolglos verschiedene Expressions-
temperaturen und IPTG-Induktionskonzentrationen getestet. Das gal-8C-Gen ist in E. coli 
BL21(DE3) laut Restriktionsanalyse vorhanden. Eine Mutation im Promotor und in der 
Ribosombindestelle kann anhand des Sequenzierergebnisses ausgeschlossen werden.  
Auch in dem Codon-optimierten Stamm E. coli Rosetta(DE3)pLysS konnte Gal-8CHis6 nicht 
erfolgreich exprimiert werden. In Abbildung 3.46 ist ein Vergleich von Pellet und Rohextrakt 
von E. coli Rosetta(DE3)pLysS mit gal-8C-Gen bzw. Leervektor zu sehen.  
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Abbildung 3.46: SDS-PAGE von Rohextrakt und Pellet von Zellen mit gal-8CHis6-Gen bzw. Leervektor 
Ein 14 %-iges Polyacrylamidgel wurde nach SDS-PAGE mit Comassie Blue gefärbt. Die theoretische Größe des 
Gal-8CHis6 beträgt 16,9 kDa. Ein überexprimiertes Protein dieser Größe ist nicht vorhanden. 1: Prestained 
protein ladder (Fermantas), 2: Pellet von Zellen mit gal-8CHis6-Gen, 3: Rohextrakt von Zellen mit gal-8CHis6-
Gen, 4: Pellet von Zellen mit Leervektor, 5: Rohextrakt von Zellen mit Leervektor (pET22b).  
 
Es ist keine Überexpression eines Proteins bei der Größe von 17 kDa zu sehen (Abbildung 
3.46). Eine schmale Bande bei 32 kDa könnte ein Dimer des Gal-8CHis6 bedeuten. Zu einer 
generell schlechten Expression kommt möglicherweise noch der Umstand hinzu, dass das 
Gal-8CHis6 Dimere bildet, in denen der His-Tag zur Aufreinigung nicht mehr zugänglich ist. 
Warum es zu einer so schlechten Expression kommt, konnte nicht geklärt werden. In der 
Literatur wird ein Einfluss eines Tags nicht beschrieben. Meist wird ein N-terminaler GST-Tag 
genutzt (Ideo, 2003, Levy, 2006). Zum Teil ist nicht klar formuliert, ob der C-terminale His-
Tag während der Klonierungsstrategie entfernt wurde (Diskin 2009, Patnaik 2006, Carlson 
2007). Eine weitere Charakterisierung konnte aufgrund der schlechten Expression und 
Aufreinigung nicht durchgeführt werden. 
 
3.2.3.2 Stabilität von His6Gal-8 
Erste Versuche mit His6Gal-8 zeigten, dass das rekombinante Protein in PBS bereits nach 
wenigen Tagen ausfiel. Daher wurden pH-Wert und verschiedene Additive untersucht, um 
die Lagerstabilität zu erhöhen. Als Additive dienten Glycerin und PEG400 in verschiedenen 
Konzentrationen.  
Zur Untersuchung des pH-Optimums wurde das His6Gal-8 nach der Aufreinigung in PBS mit 
verschiedenen pH-Werten umgepuffert und die Bindung an ASF nach verschiedenen 
Lagerzeiten kontrolliert. 
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Abbildung 3.47: Einfluss des pH-Werts auf die Lagerstabilität von Galektin-8 
Die Bindung von 500 µg/ml (■) und 100 µg/ml (▲, ▧, ◆, ✳) His6Gal-8 an ASF (200 µl, 5 µg/ml) wurde nach 
einem Tag (A), sowie nach 9 Tagen (▧), 16 Tagen (◆) und 23 Tagen (✳) untersucht. Der Nachweis erfolgte über 
Anti-His6-Peroxidase.  
 
Bei pH 5 und pH 10 wurden ungewöhnlich hohe Werte gemessen (Abbildung 3.47). Es wird 
davon ausgegangen, dass es bei diesen extremen pH-Werten nicht um Messfehler handelt, 
sondern dass es zur Aggregation von His6Gal-8 kommt. Dadurch kann mehr His6Gal-8 
nachgewiesen werden. Das pH-Optimum liegt wie erwartet bei pH 7,5. Daher wurden alle 
weiteren Versuche bei pH 7,5 durchgeführt. 
 
Um die Lagerstabilität zu erhöhen, wurden Glycerin und PEG4000 dem PBS-Puffer nach dem 
Umpuffern in verschiedenen Konzentrationen hinzugefügt. Um den direkten Einfluss der 
Additive auf die Bindung zu untersuchen, wurde His6Gal-8 direkt auf ASF inkubiert. Der 
Einfluss auf die Stabilität wurde nach mehreren Tagen Lagerung untersucht. 
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Abbildung 3.48: Bindung von Galektin-8 in verschiedenen Puffern auf ASF, ein Tag nach Aufreinigung (A) bzw. 
31 Tage nach Aufreinigung (B) 
Galektin-8 wurde nach der Aufreinigung in PBS (◍) umgepuffert und mit Glycerin (15%: ✳, 5%: ×) oder 
PEG4000 (10%: ▲, 5%: ■, 1%: ◆) versetzt. Der Nachweis erfolgte mittels Anti-His6-Peroxidase. 
 
Der Einfluss der Additive wurde direkt nach Zugabe (Abbildung 3.48 A) und nach einer 
Lagerung in Additiv-PBS-Puffern von 31 Tagen getestet (Abbildung 3.48 B). Bereits direkt 
nach Zugabe der Additive zeigte sich ein Effekt auf die Bindung an ASF. Dabei scheint PEG die 
Bindung oder den Nachweis positiv zu beeinflussen, Glycerin negativ. 31 Tage nach der 
Aufreinigung bindet in 10% PEG4000 gelagertes His6Gal-8 am besten an ASF. Aufgrund der 
hohen Beeinflussung der Ergebnisse bereits nach direkter Zugabe wurde bei weiteren 
Versuchen vorerst auf den Zusatz von Additiven verzichtet. Da His6Gal-8 aber bei Lagerung 
ausfiel, wurde grundsätzlich vor Nutzung der Lösung das Präzipitat abzentrifugiert, der 
Überstand abgenommen und ein Bradfordtest zur Proteinbestimmung durchgeführt. So 
konnten reproduzierbare Ergebnisse generiert werden. 
 
3.2.3.3 Oligomerisierung der einzelnen CRDs des Gal-8 
Im Folgenden werden die Konstrukte His6Gal-8, His6Gal-8N, Gal-8NHis6 und His6Gal-8C 
weiter charakterisiert. Die Oligomerisierung in Lösung wurde mittels Dynamischer 
Lichtstreuung (DLS) und Gelfiltration untersucht. Die Lichtstreuung wurde von Katrin Witten 
(Institut für Anorganische Chemie, RWTH Aachen) durchgeführt.  
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Mittels DLS kann der hydrodynamische Radius von Partikeln festgestellt werden. Es wurden 
drei verschiedene Proteinkonzentration der einzelnen Konstrukte gemessen. In Abbildung 
3.49 ist beispielhaft das Ergebnis der Dynamischen Lichtstreuung von His6Gal-8N dargestellt.  
 
 
Abbildung 3.49: Dynamische Lichtstreuung von His6Gal-8N 
Zu sehen ist die Intensität des Streulichts bei verschiedenen Partikelgrößen. Drei verschiedene 
Proteinkonzentrationen wurden gemessen: 25 µM (rot), 43 µM (grün), 59 µM (blau). Die Galektine befinden 
sich im IMAC-Elutionspuffer.  
 
Die Ergebnisse der DLS zeigten grundsätzlich, dass eine Lösung mit mehreren Partikelgrößen 
vorliegt (polydispers) (Abbildung 3.49). Der erste Peak zeigt eine Partikelgröße von ca. 5 nm, 
was in etwa der Größe einer CRD entspricht (Walser et al., 2004). Die weiteren Peaks 
könnten Aggregate  der jeweiligen Konstrukte sein oder wahrscheinlicher Fremdproteine, 
die aufgrund ihrer geringen Konzentration in der SDS-PAGE nicht sichtbar waren. Große 
Moleküle streuen mehr als Kleine. Die Peak-Intensität ist folglich nicht proportional zur 
Partikelkonzentration. Daher kann auch keine Aussage über die Menge an Verunreinigung 
getroffen werden. Alle anderen CDRs zeigten ähnliche Ergebnisse. Das His6Gal-8 liegt wie 
auch die anderen Konstrukte polydispers vor, mit einem Durchmesser von 7,5 nm.   
 
Da die DLS keine eindeutigen Ergebnisse lieferte bzgl. des Oligomerisierungsstatus der 
einzelnen CRD-Konstrukte wurde eine Gelfiltration durchgeführt. Während der Gelfiltration 
werden Proteine der Größe nach getrennt. Da im Gegensatz zur SDS-PAGE keine 
denaturierenden Bedingungen herrschen, bleiben Oligomere erhalten. 
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Abbildung 3.50: Chromatogramm einer Gelfiltration des His6Gal-8 
Das umgepufferte IMAC-Eluat des His6Gal-8 (40 µM, 2 ml) wurde mittels Gelfiltration (Superdex 75, GE 
Healthcare) nach Größe aufgetrennt. Als Laufmittel diente entgaster PBS-Puffer (Flussrate 1,4 ml/min). Das 
Säulenvolumen beträgt ca. 125 ml, die Höhe 62 cm. Zu sehen ist die Absorption bei 280 nm.  
 
Bei der Gelfiltration von His6Gal-8 (Abbildung 3.50) ist der größte Peak nach einem 
Elutionsvolumen von 63,6 ml verzeichnet. Dies entspricht einer molekularen Masse von 33,7 
kDa. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um das Monomer des Galektin-8, dessen 
theoretisches Molekulargewicht bei 37,9 kDa liegt. Ein weiterer Peak ist nach 77,0 ml zu 
erkennen, was umgerechnet ein Molekulargewicht von 15,3 kDa ergibt. Dabei könnte es sich 
um proteolytische Abbauprodukte des Galektin-8 handeln. Eine Schnittstelle in der hinge-
Region ist beschrieben (Nishi et al., 2005). Durch Proteolyse entstehen zwei vereinzelte 
CRDs. Die Molekularmasse von 15,3 kDa entspricht in etwa der Größe einer CRD.  
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Abbildung 3.51: Gelfiltrationschromatogramme der Gal-8 Konstrukte und Western Blot der Peaks von 
His6Gal-8N 
Mittels Gelfiltration wurden die IMAC-Eluate von His6Gal-8N (A), Gal-8NHis6 (B) und His6Gal-8C (C) nach Größe 
getrennt. Anhand einer Kalibriergeraden kann vom Elutionsvolumen auf die Größe des Proteins 
zurückgeschlossen werden. Von jedem Hauptpeak wurde ein Western Blot mittels Anti-His6-Peroxidase 
angefertigt, um zu belegen, dass der Peak das rekombinante Galektin enthält. Beispielhaft ist der Western Blot 
von His6Gal-8N gezeigt. 1: Prestaind Protein Leiter (Fermentas), 2: Peak 74,0 ml, 3: Peak 46,4 ml 
 
Die theoretischen Größen der Konstrukte His6Gal-8N, Gal-8NHis6 und His6Gal-8C betragen 
19,2 kDa, 19,3 kDa und 17,8 kDa. Kalibriert wurde die Säule zwischen 6,5 - 67 kDa. Die 
Hauptpeaks der Chromatogramme der Gelfiltration (Abbildung 3.51) entsprechen den 
Größen 19,2 kDa, 16,0 kDa und 10,8 kDa. Auch wenn diese zum Teil stark von der 
erwarteten Größe abweichen, so zeigt doch der Western Blot, dass diese Peaks die 
Monomere der Konstrukte sind. Eine mögliche Oligomerisierung kann bei Gal-8NHis6 
(Abbildung 3.51 B) festgestellt werden. Hier wurden geringe Mengen an Protein detektiert, 
das der Größe von 46 kDa (58 ml) und  34,7 kDa (63 ml) entspricht. Dies könnte 
möglicherweise Trimer und Dimer sein. Der Peak bei 46,6 ml (ca. 86 kDa) liegt außerhalb der 
Kalibriergeraden. Es könnten Verunreinigungen mit größeren Proteinen darstellen oder 
höhere Oligomere der Konstrukte. Deutlich ist, dass bei Gal-8C (Abbildung 3.51 C) weniger 
Proteine anderer Größen vorhanden sind. Wenn davon ausgegangen wird, dass die Peaks bei 
den Gal-8N-Konstrukten kaum Fremdproteine sondern Oligomere sind, so würde dies auch 
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Literaturdaten untermauern, die davon ausgehen, dass der N-Terminus für die Dimerbildung 
von Gal-8 verantwortlich ist (Stowell et al., 2008).  
 
3.2.3.4 Zuckerbindeeigenschaften des kompletten Gal-8 und der einzelnen CRDs auf 
Asialofetuin 
In der Literatur ist LacNAc als kein guter Ligand für Gal-8 (Assay: Glykanarray und 
Fluoreszenzanisotropie) beschrieben. Die N-CRD bindet haupsächlich sialylierte und 
sulfatierte Strukturen, die C-CRD die Blutgruppenantigene A und B (Carlsson et al., 2007). Bei 
Carlsson et al. ist die Bindung an LacNAc bei N-CRD und dem kompletten Gal-8 ähnlich, die 
C-CRD um Faktor 5 schlechter postuliert. SPR mit immobilisiertem Galektin zeigte eine 
ähnliche Bindung zu LacNAc bei Gal-8 und den zwei einzelnen CRDs (Ideo et al., 2003). 
Aufgrund dieser undurchsichtigen Literaturlage sollten die Zuckerbindeeigenschaften der 
einzelnen Konstrukte auf dem Standardprotein ASF getestet werden. Um zu zeigen, dass die 
Bindung tatsächlich kohlenhydratabhängig ist, sollte die ASF-Gal-8(N/C)-Bindung mit LacNAc 
bzw. LacNAc-linker-tBoc (2) inhibiert werden. 
 
 
  
Abbildung 3.52: Bindung der einzelnen Gal-8 Konstrukte auf Asialofetuin 
Auf der Mikrotiterplatte immobilisiertes ASF (200 µl, 5 µg/ml) wurde mit 50 µl Galektin-Lösung (His6Gal-8N: ◇, 
Gal-8NHis6: ■, His6Gal-8C: ×) inkubiert. Der Nachweis erfolgte mit Anti-His6-Peroxidase.  
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Tabelle 3.5: Vergleich der Bindung der Gal-8 Konstrukte auf Asialofetuin 
Galektinkonstrukt Maximale Sättigung [µM] Halbmaximale Sättigung [µM] 
His6Gal-8 7 3 
His6Gal-8N 110 30 
Gal-8NHis6 120 80 
His6Gal-8C 120 70 
 
Eine Bindung des rekombinanten His6Gal-8 auf ASF ist nachweisbar (Abbildung 3.52 A). Die 
Werte der maximalen und der halbmaximalen Sättigung liegen deutlich unter den Werten 
der einzelnen CRDs (Tabelle 3.5). Dies bedeutet, dass die Bindung des kompletten Konstrukts 
an ASF signifikant besser ist als die Bindung der einzelnen CRDs.  
Zum Teil ist ein angedeutetes Plateau im Kurvenverlauf auf Höhe der halbmaximalen 
Bindung auf ASF festzustellen. Möglicherweise kommt es durch eine Änderung der 
oligomeren Form zu einer Änderung der Bindung an ASF. Beschrieben wurde es in der 
Literatur bisher nicht. 
 
Die Konstrukte der einzelnen CRDs von Galektin-8 (His6Gal-8N, Gal-8NHis6, His6Gal-8C) 
zeigten alle eine Bindung zu Asialofetuin. Eine Sättigung wurde bei allen Konstrukten bei ca. 
110 µM (50 µl) erreicht. Dabei unterscheiden sich die Kurvenverläufe von His6Gal-8 deutlich 
von denen der Konstrukte Gal-8NHis6 und His6Gal-8C und die wiederum von His6Gal-8N. 
His6Gal-8 zeigt einen hyperbolen Verlauf, die Konstrukte einen sigmoidalen. Letzterer deutet 
im Allgemeinen auf eine Kooperativität hin. Anhand einer Darstellung nach Hill kann eine 
genauere Charakterisierung der Kooperativität erfolgen (Abbildung 3.53). Ist die Steigung 
(= Hill-Koeffizient) h = 1, besitzt das Protein keine Kooperativität, bei h > 1 ist sie positiv, bei 
h > 1 negativ. 
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Abbildung 3.53: Hill - Diagramm der Bindung verschiedener Mengen der Gal-8 Konstrukte an ASF 
Die Abbildung entspricht den Daten aus Abbildung 3.52. Auf der Mikrotiterplatte immobilisiertes ASF (200 µl, 5 
µg/ml) wurde mit 50 µl Galektin-Lösung (His6Gal-8N: ◇, Gal-8NHis6: ■, His6Gal-8C: ×) inkubiert. Der Nachweis 
erfolgte mit Anti-His6-Peroxidase. Aufgetragen wurde der dekadische Logarithmus von y/1-y gegen den 
dekardischen Logarithmus der Gal-8 Konzentration [S]. Dabei entspricht y der relativen OD420 nm und [S] der 
Konzentration der Gal-8 Konstrukte. Folgende lineare Regressionen wurde von Excell durch die Messpunkte 
gelegt: His6Gal-8 (◆): y=1,01x-0,25, R
2=0,91; His6Gal-8N (◇): y=1,38x-2,05, R
2=0,95; Gal-8NHis6 (■): y=2,19x-
3,96, R2=0,85; His6Gal-8C (×): y=2,69x-4,70, R
2=0,93. 
 
Aus Abbildung 3.53 läßt sich ableiten, dass das His6Gal-8 keine Kooperativität besitzt, da es 
als Hill-Koeffizienten h = 1 hat. Im Gegensatz dazu zeigen die Konstrukte der einzelnen CRD 
positive Kooperativität (h > 1). Der Hill-Koeffizient der Konstrukte Gal-8NHis6 und His6Gal-8C 
ist dabei deutlich höher als der des His6Gal-8N. Trotz des Effektes der Kooperativität zeigt 
aber Abbildung 3.52, dass die Bindung von Gal-8NHis6 und His6Gal-8C etwas schlechter an 
ASF ist als His6Gal-8N. Folglich überdeckt die positive Kooperativität die eigentlich schlechte 
Zuckerbindung der Konstrukte Gal-8NHis6 und His6Gal-8C. Dies bedeutet, dass der His-Tag in 
der hinge-Region die Zuckerbindung generell negativ beeinflusst. Einen Effekt eines Tags auf 
Oligomerisierung und Zuckerbindung wurde bisher nicht beschrieben.  
 
Die Kohlenhydratabhängigkeit der ASF-His6Gal-8-Bindung wurde durch Inhibition der 
Bindung mit LacNAc bzw. LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) nachgewiesen. Durch den Vergleich 
von LacNAc und LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) wurde außerdem der Einfluss des Linkers bei der 
Bindung untersucht. Die Inhibition erfolgte kompetitiv durch gleichzeitige Zugabe von 
His6Gal-8 und Zucker bzw. über Verdrängung durch die sequenzielle Zugabe von 
Bindeprotein und Ligand. 
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Abbildung 3.54: Inhibition der His6Gal-8-ASF-Bindung mit LacNAc bzw. LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) 
In der Mikrotiterplatte wurde ASF (200 µl, 5 µg/ml) immobilisiert. Anschließend wurde entweder direkt eine 
Lösung von His6Gal-8 (50 µl, 6,6 µM) und LacNAc (●) bzw. LacNAc-linker-NH2-tBoc (◇) (kompetitive Inhibition) 
darauf inkubiert oder zuerst His6Gal-8 gebunden und anschließend mit LacNAc (▲) inhibiert (Verdrängung).  
 
Vergleicht man die Inhibition mit LacNAc und LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) miteinander 
(Abbildung 3.53), so kann festgestellt werden, dass beide Kurven sehr ähnlich verlaufen. 
Folglich hat der Linker keinen Einfluss auf die Bindung von His6Gal-8.  
Die Kurve der kompetitiven Inhibition verläuft steiler als die der Verdrängung. Das bedeutet, 
dass bei der Verdrängung mehr Zucker benötigt wird. Dies wiederum wurde erwartet, da 
eine bereits bestehende Bindung gelöst werden muss.  
 
Da das His6Gal-8 zwei unterschiedliche CRDs besitzt, wurden die einzelnen CRD-Konstrukte 
separat inhibiert, um deren Bindespezifität zu LacNAc-(linker-NH2-tBoc) zu testen und den 
Einfluss des His6-Tags weiter zu untersuchen. 
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Abbildung 3.55: Kompetitive Inhibition der Bindung der CRD-Konstrukte des Gal-8 an Asialofetuin mit LacNAc 
bzw. LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) 
In der Mikrotiterplatte wurde ASF (200 µl, 5 µg/ml) mit 25 µl Lösung der Gal-8 Konstrukte (60 µM, His6Gal-8N: 
▲, Gal-8NHis6: ▧, His6Gal-8C: ✳) und 25 µl LacNAc-(linker-NH2-tBoc)-Lösung verschiedener Konzentration 
inkubiert. Der Nachweis erfolgte über Anti-His-Peroxidase. 
 
Tabelle 3.6: Vergleich der kompetitiven Inhibition der Gal-8 Konstrukte und ASF mit LacNAc-(linker-NH2-tBoc) 
Galektinkonstrukt LacNAc LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) 
 Max. Inhibition [mM] IC50 [mM] Max. Inhibition [mM] IC50 [mM] 
His6Gal-8 17,5 1,5 17,5 1,5 
His6Gal-8N 1,6 0,4 1,25 0,4 
Gal-8NHis6 2,5 0,9 2,5 1,2 
His6Gal-8C 1,8 0,4 1,5 0,15 
 
 
Die Bindung von ASF und den Gal-8 Konstrukten kann durch LacNAc inhibiert werden, d.h. 
sie ist kohlenhydratabhängig (Abbildung 3.54). Die Inhibition von LacNAc und LacNAc-linker-
NH2-tBoc (2) ist ähnlich, was darauf hinweist, dass der Linker keinen bedeutenden Einfluss 
auf die Zuckerbindung hat. Im Gegensatz dazu sind in der Literatur unterschiedliche Einflüsse 
von Linkern beschrieben (Carlsson et al., 2007). Dies wird mit einer Interaktion der 
strukturell nicht genau definierten „Subsite E“ erklärt. 
Im Vergleich zu His6Gal-8 werden die CRD-Konstrukte besser inhibiert (Tabelle 3.6), d.h. die 
Bindung der CRD-Konstrukte ist schwächer an ASF. Somit entsprechen die hier gezeigten 
Ergebnisse nicht den bisherigen Literaturdaten (Ideo et al., 2003; Carlsson et al., 2007). Ideo 
et al. zeigten keinen oder kaum Unterschied zwischen der Bindung von Gal-8 und Gal-8N/C 
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an LacNAc bei immobilisiertem Galektin mittels SPR (Ideo et al., 2003). Im Gegensatz dazu 
publizierten Carlsson et al. keine signifikante Änderung bei der Bindung von Gal-8 und Gal-
8N an LacNAc, aber eine 5-10 fache Reduktion der Bindung von Gal-8C mittels Fluoreszenz-
Polarisation mit freiem Zucker und Galektin (Carlsson et al., 2007). Die Unstimmigkeiten in 
den publizierten Daten stammmen wahrscheinlich von den unterschiedlichen Methoden.  
 
3.2.3.5 Vernetzung von ECM-Glykoproteinen auf Asialofetuin mit His6Gal-8  
Ziel der Arbeit ist der Aufbau einer künstlichen ECM, wobei ECM-Glykoproteine auf poly-
LacNAc mit humanen Galektinen quervernetzt werden. Mit His6Gal-8 soll dies zunächst auf 
ASF als modulares Standardprotein versucht werden. Als tandem-repeat type sollte eine 
Vernetzung von ECM-Glykoproteinen auf ASF mit His6Gal-8 kein Problem darstellen.  
 
  
Abbildung 3.56: Bindung von Laminin und Fibronektin auf ASF-His6Gal-8 
Auf ASF (200 µl, 5 µg/ml) wurde His6Gal-8 (50 µl, 26 µM) inkubiert. Anschließend wurden 50 µl verschiedene 
Konzentrationen an Laminin (◍) und Fibronektin (■) an His6Gal-8 gebunden. Der Nachweis erfolgte über 
primären und sekundären Antikörper und gekoppelter Peroxidase.   
 
Die Bindung von Laminin und Fibronektin auf ASF-His6Gal-8 ist möglich (Abbildung 3.56). 
Dabei ist die Vernetzung von Laminin deutlich besser als von Fibronektin. Außerdem ist eine 
Sättigungskurve bei Laminin erkennbar. Das Maximum liegt bei ca. 2-5 µg/ml. Im Gegensatz 
dazu ist das Verhältnis von Signalstärke zu der zugefügten Menge an Fibronektin immer noch 
linear. Allerdings wird aufgrund der Menge an Fibronektin und den bisherigen Versuchen 
davon ausgegangen, dass es zu einer Schichtung von Fibronektin kommt, sodass keine 
Sättigung eintritt. 
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Eine Untersuchung der Bindung von Galektin-8 an ECM-Glykoproteine, wie hier gezeigt, 
wurde nur in der Doktorarbeit von Ch. Kupper (Kupper, 2013) veröffentlicht. Zuvor wurde 
die Bindung von Gal-8 an Fibronektin nur qualitativ im Vergleich zu Kontrollen über die 
Adhäsion von Zellen untersucht (Levy, 2001). Außerdem wurde die generelle 
Immobilisierung in Matrigel (Mix aus verschiedenen ECM-Proteinen wie Laminin, Collagen 
IV) (Delgado, 2011) gezeigt. Ch. Kupper gibt eine halbmaximale Sättigung von 0,6 µg/ml 
Laminin und ca. 70 µg/ml Fibronektin (=0,15 µM) auf ASF und His6Gal-8 an, letzteres mit 
einer Standardabweichung von 10-140 µg/ml (Kupper, 2013). 
 
3.2.3.6 Vernetzung von Laminin auf Asialofetuin mit einzelnen CRD des Gal-8 
Bereits durch Gelfiltration und DLS wurde die Oligomerisierung der einzelen CRDs in Lösung 
untersucht. In diesem Versuch soll nun getestet werden, ob Laminin auf ASF über die 
einzelnen CRD des Gal-8 verknüpft werden kann. Als Negativkontrolle diente ASF-Laminin 
ohne Galektin zur Quervernetzung, als Positivkontrolle das komplette His6Gal-8 Konstrukt.  
 
 
Abbildung 3.57: Vernetzung von Laminin auf ASF mit verschiedenen Gal-8 Varianten 
In den Mikrotiterplatten wurde ASF (200 µl, 5 µg/ml) mit 50 µl 53 µM His6Gal-8N (schwarz), His6Gal-8C (grau) 
und His6Gal-8N mit His6Gal-8C (weiß) inkubiert. Als Negativkontrolle wurde Laminin ohne Galektinvariante 
gebunden, als Positivkontrolle 50 µl 26,5 µM His6Gal-8 (gestreift). Der Nachweis folgte über einen primären 
Anti-Laminin-Antikörper und einen sekundären Peroxidase gekoppelten Antiköper. 
 
Das Signal des kompletten Konstrukts His6Gal-8 (Positivkontrolle) mit der gleichen Menge an 
CRDs ist um ca. das fünffache stärker als das der einzelnen CRDs (Abbildung 3.57). Für eine 
effektive Verknüpfung von Laminin an ASF sind daher die einzelnen Konstrukte nicht 
geeignet. Aber es war generell sowohl mit His6Gal-8N als auch mit His6Gal-8C möglich, 
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Laminin auf ASF zu binden. Auch eine 1:1 Mischung aus beiden Konstrukten führt zu einem 
positiven Ergebnis. Das Signal ist bei His6Gal-8N im Vergleich zu den anderen Varianten leicht 
erhöht. Folglich ist entweder die Bindung von Laminin stabiler an His6Gal-8N, oder die 
Oligomerisierung und damit die Anzahl der Bindestellen ist besser. Es erfolgte keine direkte 
Anbindung von Laminin an ASF.  
Aus den Versuchen der Gelfiltration, DLS und dem gerade dargelegten 
Mikrotiterplattenassays kann geschlossen werden, dass die einzelnen CRD-Konstrukte 
oligomerisieren, wahrscheinlich der N-Terminus etwas mehr, aber nur in geringem Maße 
bzw. mit geringer Bindestärke. Ob es zu Heterodimeren aus His6Gal-8N und His6Gal-8C 
kommt, kann aus dem Experiment nicht eindeutig geschlossen werden. Stowell et al. 
(Stowell et al., 2008) publizierten, dass das komplette Konstrukt Gal-8 über die N-CRD 
Dimere mit vier Bindetaschen bilden kann. Im Gegensatz zu Stowell et al. zeigte hier auch 
das C-CRD-Konstrukt Dimerbildung. 
 
3.2.3.7 Aufbau einer ECM mit His6Gal-8 auf poly-LacNAc 
Nachdem der Aufbau einer künstlichen ECM grundsätzlich auf dem Standardprotein ASF 
gezeigt worden ist, sollte der Aufbau auf aminoreaktiven Mikrotiterplatten und poly-LacNAc 
erfolgen. Zunächst wurde als einfachster Aufbau die Bindung auf verschiedenen 
Konzentrationen von LacNAc-linker-NH2 untersucht. Dies war nicht reproduzierbar möglich. 
Anschließend wurde die poly-LacNAc-Mischung untersucht und die Sättigung der 
Mikrotiterplatte mit poly-LacNAc und His6Gal-8 ermittelt. 
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Abbildung 3.58: Bindung von His6Gal-8 auf poly-LacNAc 
In aminoreaktiven Mikrotiterplatten wurden verschiedene Mengen an poly-LacNAc immobilisiert und von 
His6Gal-8 (50 µl, 26 µM) detektiert (A). In einem zweiten Versuch wurde poly-LacNAc (50 µl, 5 mM) 
immobilisiert und verschiedene Mengen an His6Gal-8 gebunden (B). Der Nachweis erfolgte jeweils mit Anti-
His6-Peroxidase. 
 
Eine Sättigung der Mikrotiterplatte mit poly-LacNAc, nachgewiesen mit His6Gal-8, wird bei 
ca. 5 mM poly-LacNAc (50 µl) erreicht (Abbildung 3.58 A). Das Maximum der Bindung von 
His6Gal-8 liegt bei ca. 20 µM (Abbildung 3.58 B). Im Vergleich zu ASF (7 µM) ist dies erhöht. 
Multivalent werden sowohl die immobilisierten poly-LacNAc Strukturen als auch LacNAc auf 
dem triantennären N-Glykan des ASF präsentiert. Möglicherweise ist jedoch die Präsentation 
des kompletten triantennären N-Glykan deutlich affiner. Laut Literatur gibt es allerdings nur 
eine geringe Verbesserung der Bindung an triantennäre Strukturen im Vergleich zu 
monoantennären (www.functionalglycomics.org, 2011). Eine weitere Erklärung wäre, dass 
aufgrund der Nähe zur Mikrotiterplatte die Bindung zum poly-LacNAc zum Teil sterisch 
gehemmt ist. Desweiteren könnte ASF nicht komplett desialyliert sein. Weil die N–CRD 
besonders gut sialylierte Strukturen bindet, würde dies zu einer deutlichen 
Bindungssteigerung führen. Eine Bindung von His6Gal-8 an Fetuin zum Vergleich wurde nicht 
durchgeführt. 
 
Da verschiedene Konzentrationen an LacNAc-linker-NH2 nicht nachweisbar waren, soll 
ermittelt werden, welche Kettenlänge von poly-LacNAc für eine Bindung nötig ist. Dafür 
wurden isolierte, definierte poly-LacNAc-Ketten auf aminoreaktive Mikrotiterplatten 
immobilisiert. 
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Abbildung 3.59: Bindung von His6Gal-8 an definierte poly-LacNAc-Ketten auf aminoreaktiven 
Mikrotiterplatten 
Auf aminoreaktiven Mikrotiterplatten wurden definierte poly-LacNAc-Ketten (50 µl, 5 mM)  immobilisiert. 
Anschließend wurde His6Gal-8 (50 µl, 26 µM) gebunden und mit Anti-His6-Peroxidase nachgewiesen. NK: 
Negativkontrolle (ohne Zucker), 1: GlcNAc-linker-NH2, 2: LacNAc-linker-NH2, 3a: Trisaccharid, 4a: 
Tetrasaccharid, 3b: Pentasaccharid, 4b: Hexasaccharid, poly-LacNAc: poly-LacNAc-Mischung. 
 
Die Bindung von His6Gal-8 steigt mit steigender Kettenlänge und ist signifikant erst ab dem 
Tetrasaccharid (4a) vorhanden (Abbildung 3.59). Dabei ist zu beachten, dass die 
Negativkontrolle in dem gezeigten Versuch sehr hoch ist. Sie liegt normalerweise bei ca. 
0,04. Nichtsdestotrotz ist eine bessere Bindung an Tetra- und Hexasaccharid erkennbar. 
GlcNAc-terminierte Strukturen zeigen keine signifikant schlechtere Bindung des His6Gal-8. 
Dies bedeutet, dass interne Galaktose erkannt werden kann. Die Ergebnisse entsprechen in 
etwa den veröffentlichten mittels Glykan Arrays auf N-hydroxysuccinimid (NHS-) aktivierten 
Glasplättchen, in denen das Hexasaccharid (3770 RFU, RFU=relative flurescence units) besser 
gebunden wird als das Tetrasacchaarid (2660 RFU) und etwas weniger das Pentasaccharid 
(2370 RFU) (www.functionalglycomics.org, 2011). Das Di- und Trisaccharid wird kaum 
gebunden (8/17 RFU). Die Bindung der poly-LacNAc-Mischung mit dem Hexasaccharid als 
Hauptprodukt ist ähnlich der Bindung an das Hexasaccharid (4b). Da die Herstellung der 
Mischung deutlich einfacher ist, als die sequenzielle Synthese oder die Isolierung des 
Hexasaccharids, kann auf die Mischung als Bindepartner für His6Gal-8 ohne Verlust der 
Bindefähigkeit zurückgegriffen werden. Dies stellt für den Aufbau einer künstlichen ECM 
einen enormen Vorteil dar.  
Im nächsten Schritt des modularen Aufbaus einer künstlichen ECM wird die Bindung der 
ECM-Glykoprotein Laminin und Fibronektin untersucht. 
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Abbildung 3.60: Aufbau einer künstlichen ECM mit Laminin und Fibronektin auf poly-LacNAc-His6Gal-8 
Auf aminoreaktiven Mikrotiterplatten wurde poly-LacNAc (50 µl, 5 mM) immobilisiert. Nach der Anbindung von 
His6Gal-8 (50 µ, 26 µM) wurden 50 µl Laminin-(◍) und Fibronektin-Lösung (■) inkubiert. Der Nachweis erfolgte 
über primären und sekundären Antikörper mit gekoppelter Peroxidase.   
 
Die Bindung von Laminin und Fibronektin auf poly-LacNAc-His6Gal-8 konnte 
konzentrationsabhängig festgestellt werden (Abbildung 3.60). Beide Kurven zeigen eine 
Sättigung. Diese ist bei Laminin bei ca. 2 µg/ml erreicht, bei Fibronektin bei ca. 5 µg/ml. Die 
Bindung von Laminin entspricht in etwa der Bindung von Laminin auf ASF-His6Gal-8. 
Reproduktionen der Fibronektinbindung zeigten ein Plateau bei ca. 5-10 µg/ml und einen 
anschließenden Anstieg bei höheren Konzentrationen. Bei der Bindung auf ASF wurden die 
Konzentrationen um 5 µg/ml nicht genauer betrachtet, daher ist das Plateau zunächst nicht 
aufgefallen. Eine qualitative Untersuchung der Gal-8-Bindung von Fibronektin und Laminin 
wurde, außer von Ch. Kupper auf ASF, nicht publiziert (Kupper, 2013). 
 
Folglich konnte eine künstliche ECM auf käuflichen aminoreaktiven Platten aufgebaut 
werden. Im Vergleich zu ASF ist festzuhalten, dass die Ergebnisse einer stärkeren Variation 
unterliegen, sowohl innerhalb eines Messpunktes als auch einer Messreihe und zwischen 
den Versuchen. Der Grund hierin liegt möglicherweise in der poly-LacNAc-Mischung. Der 
ganze Prozess von der Produktion bis zur Immobilisierung unterliegt leichten Schwankungen, 
die die Quantifizierung in der Mikrotiterplatte erschweren. Es gibt leichte Variationen in der 
Zusammensetzung; der Verlust während der Aufreinigung ist unterschiedlich. Die 
Konzentration wurde über eine Eichreihe in der HPLC-Analytik bestimmt, die geringen 
Schwankungen unterliegt. Des Weiteren könnte die Immobilisierung der poly-LacNAc-
Struktur durch eine Aminogruppe problematischer sein, als die eines kompletten Proteins. 
Ergebnisse und Diskussion   115 
Folglich summieren sich die Schwankungen, die sich letztendlich auf der Bindung des 
His6Gal-8 und des korrelierenden Signals auswirken.  
 
3.2.3.8 Aufbau einer künstlichen ECM mit Galektin-8 auf dem Hydrogel 
Ziel der Arbeit ist der Aufbau einer künstlichen ECM auf Biomaterialoberflächen. Im letzten 
Schritt sollte nun im modularen Aufbau die chemische Oberfläche geändert werden. Der 
Aufbau erfolgt nun auf Hydrogelen, die als inerte Biomaterialoberflächen genutzt werden 
können. 
 
Zur Quantifizierung in der Mikrotiterplatte wurden verschiedene Mengen an LacNAc-linker-
NH2 (2) und der poly-LacNAc-Mischung auf den Hydrogelen immobilisiert. Ebenso wurde die 
Bindung von His6Gal-8 untersucht. 
 
  
Abbildung 3.61: Bindung von His6Gal-8 auf LacNAc-linker-NH2 (2) und der poly-LacNAc-Mischung und 
Bindung von His6Gal-8 auf 2,5 mM poly-LacNAc auf Hydrogel-Mikrotiterplatten 
Auf dem Hydrogel NCO-sP(EO-stat-PO) wurden verschiedene Mengen an LacNAc (◆) und poly-LacNAc (▧) 
immobilisiert und mit His6Gal-8 (50 µl, 26 µM) nachgewiesen (A). In einem zweiten Versuch wurde His6Gal-8 
(50 µl, 26 µM) auf poly-LacNAc (2,5 mM) gebunden (B). Der Nachweis erfolgte jeweils über Anti-His6-
Peroxidase.  
 
Die Bindung von LacNAc-linker-NH2 (2) auf einer Hydrogeloberfläche mit dem Nachweis über 
His6Gal-8 und Anti-His-Peroxidase war im Gegensatz zu den käuflichen aminoreaktiven 
Platten möglich (Abbildung 3.61, Kapitel 3.2.3.7). Jedoch war die Bindung von His6Gal-8 
deutlich schlechter als auf poly-LacNAc. Eine Sättigung wurde bei LacNAc-linker-NH2 (2) nicht 
erreicht, die Kurve von poly-LacNAc flacht ab 2,5 mM ab. Um Zucker einzusparen, wurde die 
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maximale Bindung von His6Gal-8 auf 2,5 mM poly-LacNAc gemessen. Die maximale Bindung 
wird bei ca. 25 µM erreicht. Die Sättigungskurven von poly-LacNAc und His6Gal-8 stimmen 
ungefähr mit denen auf käuflichen aminoreaktiven Platten überein. Wie schon im Kapitel 
zuvor diskutiert, sind Schwankungen zwischen den Versuchen wie eine Sättigung bei bereits 
10 µM His6Gal-8 vorhanden. Sie können durch die Summe einzelner Ungenauigkeiten erklärt 
werden.  
 
Aufgrund der unterschiedlichen Bindung von LacNAc-linker-NH2 (2) und poly-LacNAc wurden 
auch auf dem Hydrogel die definierten Einzelstrukturen immobilisiert und mit His6Gal-8 
gebunden.  
 
 
Abbildung 3.62: Bindung von His6Gal-8 an definierte poly-LacNAc-Ketten auf Hydrogel-Mikrotiterplatten 
Auf Hydrogel-Mikrotiterplatten wurden definierte poly-LacNAc-Ketten immobilisiert. Anschließend wurde 
His6Gal-8 (50 µl, 26 µM) gebunden und mit Anti-His6-Peroxidase nachgewiesen. 1: GlcNAc-linker-NH2, 
2: LacNAc-linker-NH2, 3a: Trisaccharid, 4a: Tetrasaccharid, 3b: Pentasaccharid, 4b: Hexasaccharid, poly-
LacNAc: poly-LacNAc-Mischung. 
 
Wie auf aminoreaktiven Mikrotiterplatten ist eine signifikante Bindung erst ab dem 
Tetrasaccharid (4a) zu erkennen (Abbildung 3.62, Abbildung 3.59). Die Bindung an die poly-
LacNAc-Mischung ist signifikant besser als an das Hexasaccharid. Möglicherweise ist 
aufgrund der in der Mischung vorhandenen längerkettigen poly-LacNAc-Ketten eine 
Anbindung von His6Gal-8 verbessert. Der Grund, warum dies in der aminoreaktiven 
Mikrotiterplatte nicht so deutlich war, kann zum einen an einer leicht unterschiedlichen 
Zusammensetzung der poly-LacNAc-Mischung liegen. Zum anderen könnte die Chemie der 
Oberfläche eine Rolle spielen. Dadurch, dass die Polymeroberfläche nicht wie beschrieben 
mittels spin-coating aufgetragen wurde, entsteht möglicherweise eine eher flexiblere, 
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unstrukturiertere Oberfläche, bei der längerkettige poly-LacNAc-Ketten einen größeren 
Einfluss haben (Reska et al., 2008; Sauerzapfe, 2008). 
 
Der Aufbau einer künstlichen ECM erfolgte auf dem Hydrogel durch die Immobilisierung von 
poly-LacNAc und die anschließende Vernetzung von Laminin und Fibronektin über His6Gal-8. 
 
 
Abbildung 3.63: Bindung von ECM-Glykoproteine auf Hydrogel gebundenes poly-LacNAc mit His6Gal-8 
Auf Hydrogel wurde poly-LacNAc (100 µl, 2,5 mM) immobilisiert. Anschließend erfolgte die Vernetzung von 
Laminin (◍) und Fibronektin (■) über His6Gal-8 (50 µl, 26 µM). Die ECM-Glykoproteine wurden über primären 
und sekundären Antikörper mit gekoppelter Peroxidase nachgewiesen. 
 
Es war möglich, eine künstliche ECM auf einer Hydrogel-Oberfläche in der Mikrotiterplatte 
mit poly-LacNAc, His6Gal-8 und Laminin bzw. Fibronektin aufzubauen (Abbildung 3.63). Eine 
Sättigung von Fibronektin wurde bei ca. 3-7 µg/ml je nach Reproduktion erlangt. Bei Laminin 
deutet sich eine Sättigung an, ist aber noch nicht bei 2,5 µg/ml erreicht. Bei dem 
Fibronektin-Aufbau werden die Werte von käuflichen aminoreaktiven Platten und poly-
LacNAc-His6Gal-8-FN (Sättigung bei ca. 5 µg/ml) bestätigt. Die Bindung von Laminin scheint 
dagegen etwas schlechter zu sein (Sättigung bei ca. 2 µg/ml Laminin).  
 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass ein biomimetischer Aufbau einer ECM 
auf einer NCO-sP(EO-stat-PO)-Oberfläche mit einer poly-LacNAc-Mischung, His6Gal-8 und 
Laminin und Fibronektin möglich ist. Ein wichtiger Punkt dabei ist die Mindestlänge von poly-
LacNAc auf NCO-sP(EO-stat-PO) zur Bindung von His6Gal-8. Es muss mindestens das 
Tetrasaccharid immobilisiert werden. Allerdings zeigte die Mischung Vorteile in der Bindung 
gegenüber dem isolierten Hexasaccharid. Da sie auch deutlich einfacher herzustellen ist, 
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sollen die nachfolgenden Zellexperimente mit der Mischung wie geplant durchgeführt 
werden.  
 
3.2.4 Vergleich der Galektine-1, -3 und -8 
Nachdem die Galektine nun einzeln charakterisiert wurden, sollen in diesem Kapitel die 
Galektine bezüglich ihrer Eigenschaften zum Aufbau einer mimetischen 
Biomaterialoberfläche verglichen werden. Zu den menschlichen Galektinen-1, -3 und -8 
kommt das pilzliche CGL2 hinzu, das als Modellgalektin dient. Es wurde bereits in früheren 
Arbeiten der Arbeitsgruppe eingesetzt (Sauerzapfe, 2008; Adamiak, 2011) und wurde in 
dieser Arbeit zur Etablierung der Hydrogeloberfläche und zur Evaluierung der Oberfläche in 
den Zellexperimenten eingesetzt. His6Gal-1 ist, im Gegensatz zu His6Gal-1C2S, aufgrund der 
geringen Stabilität als Lektin nicht für den Aufbau einer künstlichen ECM geeignet. Die 
oxidierte Form hat keine Lektineigenschaften, könnte aber als Cytokin zur Axonregeneration 
wiederum für den Biomaterialbereich interessant sein (Horie et al., 2004). 
 
Tabelle 3.7: Vergleich der Galektine 
 His6CGL2 His6Gal-1C2S His6Gal-3 His6Gal-8 
Zellen pro 1l TB-Medium 9-12 g 14-19 g 12-16 g 13 g 
Protein pro g Zellen 0,8 mg/g 6,2 mg/g 0,5-1,3 mg/g 3,3 mg/g 
Halbmax. auf ASF 2,3 µM* 5 µM 8 µM 3 µM 
Max. auf ASF 10,5 µM* 30 µM 29 µM 7 µM 
IC50 LacNAc 0,26 mM* 0,5 mM 0,1 mM 1,5 mM 
IC50 LacNAc-Linker-tBoc 0,1 mM* 0,5-1 mM 0,1 mM 1,5 mM 
Max. Laminin auf Gal-ASF n.d. 3 µg/ml 5 µg/ml 5 µg/ml 
Max. Fibronektin auf Gal-ASF n.d. - - - 
Bindung auf definierten poly-LacNAc-
Strukturen 
ab 4b* ab 2, kaum 
interne Gal 
ab 4a, interne 
Gal 
ab 4a, interne 
Gal 
Nachweis von poly-LacNAc n.d. 0,2-1,5 mM 0,5-2 mM 5 mM 
Bindung auf poly-LacNAc n.d. 20 µM 15 µM 20 µM 
Max. Laminin auf Gal-poly-LacNAc n.d. 2,5 µg/ml 5 µg/ml 2 µg/ml 
Max. Fibronektin auf Gal-poly-LacNAc n.d. 4 µg/ml - 5 µg/ml 
* Werte aus (Sauerzapfe, 2008); n.d.: nicht durchgeführt 
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In Tabelle 3.7 sind die Daten der verschiedenen Galektine zusammengetragen. Die Ausbeute 
von His6Gal-3 pro g Zellen ist dabei auffallend niedrig. Sie wurde von Ch. Kupper auf 2,5 
mg/g durch Nutzen von E. coli Rosetta (DE3) pLys als Expressionsstamm und geringere 
Füllvolumen in den Kolben während der Anzucht optimiert (Kupper, 2013).  
Die halbmaximale Sättigung auf ASF von His6Gal-1C2S ist leicht niedriger als die von Ch. 
Kupper veröffentlichte (Kupper, 2013). Sie entspricht eher den erwarteten Werten, da Gal-1 
LacNAc als optimalen Liganden besitzt, aber Gal-3 und Gal-8 eher poly-LacNAc bzw. 
modifiziertes poly-LacNAc (Hirabayashi et al., 2002; Stowell et al., 2004; Leppanen et al., 
2005; Patnaik et al., 2006; Stowell et al., 2008). 
  
Die Sättigung der Bindung von His6Gal-8 auf ASF ist im Vergleich zu His6Gal-1C2S und 
His6Gal-3 deutlich früher erreicht. Da Gal-8 zwei CRD pro Molekül besitzt, könnten beide CRD 
an der Bindung beteiligt sein und daher weniger Liganden zur Verfügung stehen. Trotzdem 
widerspricht es bisherigen Versuchen, in denen LacNAc oder triantennäre LacNAc-Strukturen 
von Gal-8 schlechter gebundenen werden als von Gal-1 oder Gal-3 (Hirabayashi et al., 2002; 
Stowell et al., 2008).  
 
Für die Bindung von His6Gal-3 und His6Gal-8 ist mindestens das Tetrasaccharid (4a) nötig, 
längere Strukturen werden besser gebunden. Im Gegensatz dazu reicht bei His6Gal-1C2S 
insbesondere auf den Hydrogelen das Disaccharid (2) aus. Diese Erkenntnis begründet sich 
nicht ausschließlich in der Zuckerbindung sondern auch im erforderlichen Abstand zur 
Oberfläche. Folglich ist vor allem bei His6Gal-3 und -8 die poly-LacNAc-Mischung eine 
geeignete Alternative zu isolierten Strukturen aufgrund der Zeitersparnis. Die ähnlich gute 
Bindung aller poly-LacNAc-Strukturen in der Mischung von His6Gal-1C2S führt wahrscheinlich 
auch dazu, dass weniger poly-LacNAc für die maximale Bindung des Galektins benötigt wird. 
 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass der Aufbau einer künstlichen ECM mit 
der poly-LacNAc-Mischung und den Galektinen His6Gal-1C2S, His6Gal-3 und His6Gal-8 
generell möglich war. Jedes Galektin bindet die poly-LacNAc-Mischung in ausreichendem 
Maße und zeigt akzeptable biochemische Eigenschaften. Welches Galektin schließlich zur 
Biofunktionalisierung eingesetzt wird, sollte abhängig vom Zelltyp gemacht werden, der 
primär an das Biomaterial binden soll. So immobilisierte Ch. Kupper die Galektine-1, -3 und -
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8 und nutzte die Oberfläche zur Bindung von verschiedenen Zelltypen, die an der Re-
Endothelialisierung von stents beteiligt sind (Kupper, 2013). Die drei Galektine sind laut 
Literatur in der Angiogenese involviert, eine Bindung aller untersuchten Zelltypen war daher 
zu erwarten.   
 
3.2.5 NCO-sP(EO-stat-PO) in der Mikrotiterplatte 
In dieser Arbeit wird eine neue Methode der Oberflächenmodifikation in der 
Mikrotiterplatte mit NCO-sP(EO-stat-PO) beschrieben (Beer et al., 2012). Wie in Beer et al. 
dargelegt, zeigt die Mikrotiterplatte mit NCO-sP(EO-stat-PO) protein- und zellabweisende 
Eigenschaften. Die funktionalisierte Oberfläche kann zum Screening von Liganden mit 
biochemischen und zellularen Detektionssystem eingesetzt werden. Als Liganden diente ein 
niedermolekulares Molekül (Biocytin), ein Peptid (GRGDSK-biotin), ein Protein (Fibronektin) 
und Kohlenhydrate (GlcNAc, LacNAc). Dadurch, dass die Beschichtung in der Mikrotiterplatte 
erfolgt, kann leicht eine Quantifizierung der Liganden mit den üblich ELISA/ELLA Techniken 
erfolgen. Der Vorteil der funktionalisierten NCO-sP(EO-stat-PO) Oberfläche liegt in seiner per 
se inerten Eigenschaft und dadurch in der Spezifität zu den immobilisierten Liganden. Ein 
Blocken der Platte, wie bei üblichen ELISA, ist nicht nötig.  
Ein Vergleich der bisher genutzten käuflichen aminoreaktiven Mikrotiterplatte und der 
Mikrotiterplatte mit NCO-sP(EO-stat-PO) ist in Tabelle 3.8 dargestellt. 
 
Tabelle 3.8:  Vergleich der Oberflächen mittels der maximalen Sättigungswerte 
 Aminoreaktiv 
His6Gal-1C2S 
 
His6Gal-8 
NCO-sP(EO-stat-PO) 
His6Gal-1C2S 
 
His6Gal-8 
Immobilisierung von poly-LacNAc 0,2-1,5 mM 4-5 mM 4 mM 4-5 mM 
Bindung von Galektin 20 µM 20 µM 40 µM 25 µM 
Bindung von Laminin 2,5 µg/ml 2 µg/ml 2,5 µg/ml - 
Bindung von Fibronektin 4 µg/ml 4 µg/ml 5 µg/ml 4 µg/ml 
 
Der Vergleich der aminoreaktiven und der NCO-sP(EO-stat-PO)-Oberfläche zeigt etwa gleiche 
Mengen an immobilisiertem poly-LacNAc und gebundenem Galektin und sowie ECM-
Glykoprotein. Eine nicht reproduzierbare, unlogische Reduktion der Nachweismenge, wie sie 
von K. Adamiak (Adamiak, 2011) beschrieben wurde, konnte demnach nicht festgestellt 
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werden. K. Adamiak führt eine unerwartete Verringerung der Signalstärke auf eine 
Akkumulation von Polymermolekülen bzw. auf deren flexible Struktur und die damit 
mögliche Unzugänglichkeit für das Detektionsmolekül zurück. Im Gegensatz zu anderen 
Arbeiten mit Hydrogel (Reska et al., 2008) gibt es für die Beschichtung in der Mikrotiterplatte 
keine Möglichkeit des spin-coatings. Daher folgerte K. Adamiak, dass die Hydrogeloberfläche 
nicht geglättet ist und dadurch zum Teil unzugänglich für das Detektionsmolekül ist. Die hier 
gezeigten Daten lassen die grundsätzliche Möglichkeit zu. So bindet z.B. His6Gal-1C2S bereits 
das Disaccharid auf dem Hydrogel genauso gut wie Tetra- und Hexasaccharid. Im Gegensatz 
dazu ist die Bindung auf käuflichen aminoreaktiven Platten zum Disaccharid reduziert, was 
wahrscheinlich mit der sterischen Hinderung zur Plattenoberfläche zu tun hat. Gleichzeitig 
ist die Bindungskurve auf dem Hydrogel meist ohne Ausbildungen eines klaren Plateaus, was 
auf die nicht zu kontrollierende Mikrotopologie des Hydrogels in der Mikrotiterplatte 
zurückgeführt wurde. Eine weitere Erklärung der leichten Unterschiede bei His6Gal-1C2S in 
der Immobilisierung von poly-LacNAc wäre, dass sie auf die geringe Datenmenge 
zurückzuführen sein könnten. Zusammenfassend kann also festgehalten werden, dass die 
Daten auf den NCO-sP(EO-stat-PO)-Oberflächen im Allgemeinen gut vergleichbar mit 
käuflichen aminoreaktiven Platten sind. Des Weiteren zeigen sie aber auch auf, dass eine 
Kontrolle über Vernetzung und Anbindung noch nicht vollständig gegeben ist, was zukünftig 
geklärt werden müßte. 
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3.3 Zellexperimente: Fibroblasten auf der künstlichen ECM 
Die neuartige künstliche ECM sollte im Anschluss an den Nachweis und Quantifizierung des 
Aufbaus in Zellexperimenten analysiert werden. Die Zellexperimente sowie die 
Hydrogelherstellung wurden von Meike Beer (DWI, RWTH Aachen) durchgeführt.  
 
3.3.1 Evaluierung einer proof-of-concept-Oberfläche 
Zunächst wurden die Zellexperimente im Sinne des modularen Aufbaus der künstlichen ECM 
mit dem Modellgalektin His6CGL2 durchgeführt. Das pilzliche Galektin CGL2 formt Tetramere 
(Walser et al., 2004) und ist daher gut geeignet für die Vernetzung von poly-LacNAc 
Strukturen und ECM-Glykoproteinen. Bereits B. Sauerzapfe konnte in ihrer Arbeit den 
Aufbau einer künstlichen ECM auf NCO-sP(EO-stat-PO) mit poly-LacNAc, His6CGL2 und den 
ECM-Glykoproteinen Kollagen IV, Laminin und Fibronektin als proof-of-principle zeigen 
(Sauerzapfe, 2008). Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit wurden diese poly-LacNAc 
Strukturen mittels microcontact printing auf NCO-sP(EO-stat-PO) aufgebracht. In dieser 
Arbeit wurde die einfachere Ein-Schritt-Methode bevorzugt, die in der Mikrotiterplatte auch 
eine Quantifizierung ermöglicht.  
 
In der Mikrotiterplatte wurde die Bindung von His6CGL2 auf definierten poly-LacNAc-Ketten 
und der poly-LacNAc-Mischung, immobilisiert auf NCO-sP(EO-stat-PO), genauer analysiert 
(Abbildung 3.64). Der Aufbau einer künstlichen ECM erfolgte beispielhaft mit Fibronektin 
(Abbildung 3.65). 
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Abbildung 3.64: Bindung verschiedener Konzentrationen von definierten poly-LacNAc-Ketten und der poly-
LacNAc-Mischung auf NCO-sP(EO-stat-PO) nachgewiesen mit His6CGL2 
Verschiedene Konzentrationen an LacNAc-linker-NH2 (2) (◆), dem Tetrasaccharid (4a) (▧), dem Hexasaccharid 
(4b) (×) und der poly-LacNAc-Mischung (●) wurden auf NCO-sP(EO-stat-PO) immobilisiert. Anschließend wurde 
His6CGL2 darauf gebunden. Der Nachweis erfolgte über Anti-His6-Peroxidase. (Beer et al., 2013) 
 
  
Abbildung 3.65: Bindung von His6CGL2 auf NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc und die anschließende Bindung 
von Fibronektin 
Auf NCO-sP(EO-stat-PO) wurde die poly-LacNAc-Mischung (2,5 mM) immobilisiert. Für die anschließende 
Bindung des His6CGL2 wurden verschiedene Konzentrationen verwendet (A). Der Nachweis erfolgte über Anti-
His6-Peroxidase. In einem zweiten Versuch wurde Fibronektin auf NCO-sP(EO-stat-PO), poly-LacNAc (2,5 mM) 
und His6CGL2 (2,6 µM, 50 µg/ml) inkubiert (B). Der Nachweis von gebundenem Fibronektin erfolgte über 
primären und sekundären Antikörper mit gekoppelter Peroxidase. (Beer et al., 2013) 
 
Die Immobilisierung von definierten poly-LacNAc-Kettenlängen zeigt eine bessere Bindung 
von His6CGL2 für längerkettige poly-LacNAc-Strukturen (Abbildung 3.64 A). Bereits B. 
Sauerzapfe zeigte dies in ihrer Doktorarbeit auf amonireaktiven Oberflächen bei einer 
Konzentration von 2 mM (Sauerzapfe, 2008). In diesem Versuch zeigt sich wieder die gute 
Vergleichbarkeit der neuen Methode mit etablierten Mikrotiterplattenformaten mit 
gleichzeitigem Vorteil einer Biomaterialoberfläche. Des Weiteren wird deutlich, wie 
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vorteilhaft die Nutzung der poly-LacNAc-Mischung ist (Abbildung 3.64 B). Die Herstellung des 
Hexasaccharids (4b) als bester Ligand wäre deutlich aufwendiger als die Produktion der poly-
LacNAc-Mischung mit dem Hexasaccharid als Hauptprodukt.  
Da die Bindung der poly-LacNAc-Mischung keinen signifikanten Unterschied zwischen 2,5 
mM und 5 mM zeigt (Abbildung 3.64 B), wurde in weiteren Versuchen 2,5 mM poly-LacNAc 
eingesetzt. Eine Sättigung der His6CGL2 Konzentration wurde bei ca. 1-2,6 µM (20-50 µg/ml) 
erreicht (Abbildung 3.65 A). Daher wurde in weiteren Versuchen eine Konzentration von 2,6 
µM (50 µg/ml) zur Bindung von poly-LacNAc eingesetzt. Das Maximum der Bindung von 
Fibronektin erfolgte bei ca. 10 µg/ml (Abbildung 3.65 B). Zur Sättigung der Oberfläche mit 
Fibronektin wurden 50 µg/ml gewählt. 
 
Nach der Quantifizierung der Liganden erfolgte die Untersuchung der neuen künstlichen 
ECM in Zellkultur. Dafür wurden primäre humane dermale Fibroblasten (HDF) auf den 
einzelnen Oberflächen inkubiert. B. Sauerzapfe zeigt in ihrer Arbeit als proof-of-principle 
Zellexperimente von Mausfibroblasten der Zell-Linie L929 und von humanen Fibroblasten 
auf NCO-sP(EO-stat-PO) mit gestempelten poly-LacNAc bzw. His6CGL2 und gebundenem 
Kollagen IV. In der vorliegenden Arbeit wurde poly-LacNAc flächig inkubiert und Fibronektin 
als ECM-Glykoprotein gewählt. Des Weiteren sollte die neue Oberfläche detaillierter 
evaluiert werden. Dazu gehört der Vergleich mit dem Standard TCPS (tissue culture 
polystyrene) und verschieden gebundenem Fibronektin. Als Qualitätsmerkmal sollte zu der 
optischen Einschätzung auch objektive Merkmale wie Zellgröße und Zellzahl herangezogen 
werden. 
 
Zunächst wurden die HDF auf den einzelnen Schichten der mimetischen ECM inkubiert und 
eine erste optische Einschätzung vorgenommen (Abbildung 3.66). 
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Abbildung 3.66: HDF Adhäsion auf den verschiedenen Schichten der künstlichen ECM auf 
NCO-sP(EO-stat-PO) 
Primäre humane dermale Fibroblasten wurden 24 h auf NCO-sP(EO-stat-PO)-Oberflächen inkubiert, die mit 
poly-LacNAc (2,5 mM) (A), poly-LacNAc (2,5 mM) und His6CGL2 (50 µg/ml) (B) und poly-LacNAc (2,5 mM),  
His6CGL2 (50 µg/ml) und Fibronektin (50 µg/ml) (C) funktionalisiert wurden. (Beer et al., 2013) 
 
Die Kontrolloberfläche NCO-sP(EO-stat-PO) ohne Ligand zeigte in keinen Experimenten 
Zelladhäsion wie zuvor beschrieben (Groll et al., 2005). Auch auf poly-LacNAc konnte nach 
24 h keine Zelladhäsion festgestellt werden (Abbildung 3.66 A). Überraschender Weise 
konnten einige Zellen auf NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6CGL2 binden (Abbildung 3.66 
B). Dies kann dadurch begründet werden, dass ECM-Glykoproteine aus dem Medium oder 
Proteine, die von den Zellen sekretiert werden, an die Oberfläche binden. Auch könnten 
Glykoproteine der Zelloberfläche eine Bindung mit CGL2 eingehen. Jedoch ist die 
Proteinbindung nicht so effizient wie die Vorinkubation mit Fibronektin. Auf der künstlichen 
ECM adhärieren HDF schnell und in hoher Anzahl nach 24 h Zellkultur (Abbildung 3.66 C). 
Dies zeigt, dass die Fibronektin-Oberfläche, die über His6CGL2 an poly-LacNAc flexibel und 
nicht-kovalent gebunden ist, sehr gut von den HDF akzeptiert wird.  
 
Als nächsten Schritt soll die biomimetische ECM NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6CGL2-
Fibronektin mit der Standardoberfläche für Zellkultur, TCPS, verglichen werden. Untersucht 
werden dabei Zellausbreitung und Zellproliferation (Abbildung 3.66).  
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Abbildung 3.67: Vergleich von TCPS und NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6CGL2-Fibronektin bezüglich 
Durchmesser und Anzahl der Zellen 
Zelldurchmesser (A) und Zellanzahl (B) wurde nach unterschiedlichen Zeitpunkten der Zellkultur auf TCPS 
(graue Balken) und NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6CGL2-Fibronektin (schwarze Balken) ermittelt. (Beer 
et al., 2013) 
 
Innerhalb der ersten Stunde ist die Zellausbreitung auf NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-
His6CGL2-Fibronektin tendenziell, aber nicht signifikant, besser als auf dem Standard TCPS 
(Abbildung 3.67 A). Eine Erklärung dafür könnte sein, dass auf der mimetischen Oberfläche 
keine ECM gebildet werden muss, und somit die Adhäsion und die Ausbreitung schneller 
erfolgen können. Dass die Umgebung der Zelle das Ausspreizen von Fibroblasten beeinflusst, 
ist bekannt (Yeung et al., 2005). Des Weiteren ist publiziert, dass eine höhere Dichte an 
Adhäsionssignalen das Ausspreizen der Zellen erhöht (George et al., 2009; Deeg et al., 2011). 
Die Zellzahl ist bis zu einer Stunde ähnlich, jedoch kann nach einer Woche ein signifikanter 
Unterschied festgestellt werden (Abbildung 3.67 B). Es wurde die Hypothese aufgestellt, 
dass die Zellen auf der biomimetischen Oberfläche die Möglichkeit besitzen, ihre 
Mikroumgebung flexibler zu gestalten. Um diese Hypothese mit Beweisen zu untermauern, 
wurden HDF auf der biomimetischen Oberfläche, auf adsorptiv gebundenem Fibronektin auf 
Glas und kovalent gebundenem Fibronektin auf NCO-sP(EO-stat-PO) inkubiert. Vor und nach 
der Zellkultur wurde das Fibronektin mittels primären und sekundären Antikörper mit 
Fluoreszenz nachgewiesen (Abbildung 3.68).  
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Abbildung 3.68: Fibronektin Umordnung auf NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6CGL2-Fibronektin 
Fibronektin wurde auf Glas adsorbiv (A,D), auf NCO-sP(EO-stat-PO) kovalent (B, E) und auf NCO-sP(EO-stat-PO)-
poly-LacNAc-His6CGL2 (C, F) gebunden und mittels fluoreszierenden Antikörpers nachgewiesen. Der Nachweis 
erfolgte vor (A-C) und nach (D-F) der Zellkultur. Der Zellkern wurde mittels DAPI eingefärbt. Die Vergrößerung 
beträgt x40. (Beer et al., 2013) 
 
Vor der Zellkultur ist das Fibronektin homogen auf der Platte verteilt (Abbildung 3.68 A-C). 
Nach 48 h Zellkultur ist unter dem Lichtmikroskop kein Unterschied zu erkennen (Ergebnisse 
nicht gezeigt). Beim Fibronektin-Nachweis mittels Fluoreszenz zeigt sich, dass auf Glas das 
Fibronektin nicht mehr homogen verteil ist (Abbildung 3.68 D). Es befindet sich nur unter 
den Zellen und ist von der Platte anscheinend losgelöst. Bei kovalent gebundenem 
Fibronektin findet man weiterhin eine homogene Verteilung des Fibronektins (Abbildung 
3.68 E). Es ist kein Loslösen oder eine Veränderung der Verteilung sichtbar. Bei der 
mimetischen Oberfläche NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6CGL2-Fibronektin ist eine 
veränderte Verteilung des Fibronektins erkennbar aufgrund der geänderten 
Fluoreszenzintensität auf dem Substrat ohne adhärierende Zellen (Abbildung 3.68 F). Diese 
Ergebnisse sind ein erster Beweis für die Umgestaltung des Fibronektins auf den 
biomimetischen Oberflächen. Es ist bekannt, dass Zellen ihre ECM auf-, um- oder abbauen 
(Zhu, 2010). Fibronektin ist ein Teil der natürlichen Mikroumgebung der Zelle, welches 
umgelagert werden kann (Pankov und Yamada, 2002). Des Weiteren ist publiziert, dass nicht 
nur die Dichte von Adhäsionssignalen für die Zelladhäsion von Bedeutung ist (George et al., 
2009; Deeg et al., 2011), sondern auch die Konformation. So zeigten, Garcia et al., dass die 
Konformation von adsorbiertem Fibronektin auf unterschiedlichen Oberflächen die 
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Zelladhäsion von Myoblasten beeinflusst (Garcia et al., 1999). Die vorliegenden Ergebnisse 
geben zuerkennen, dass der mimetische Aufbau NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6CGL2-
Fibronektin einen Vorteil gegenüber adsorptiv und kovalent gebundenem Fibronektin sowie 
TCPS-Oberflächen in Bezug auf Zelladhäsion, -ausbreitung und –proliferation zeigt.   
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass eine flexible, nicht-kovalente, mimetische 
Präsentationsform für ECM-Glykoproteine entwickelt wurde. Im Gegensatz zu bisherigen 
Arbeiten war eine Untersuchung der benötigten Konzentration der einzelnen Substanzen 
möglich. Der Vergleich mit TCPS und adsorptiv und kovalent gebundenem Fibronektin 
zeigten Vorteile in der Zelladhäsion, -ausbreitung und –proliferation. Daher birgt die 
Oberfläche das Potential für die Funktionalisierung von Biomaterialien oder für in vitro 
Zellkulturen, bei denen eine bessere Imitation der Zellumgebung von Vorteil ist.  
 
3.3.2 Fibroblasten auf der künstlichen ECM aus poly-LacNAc, 
humanen Galektinen und Fibronektin 
Der modulare Aufbau einer künstlichen ECM konnte in Kapitel 3.2 mit unterschiedlichen 
chemischen Oberflächen, Zuckerstrukturen, Galektinen und ECM-Glykoproteinen 
nachgewiesen werden. Die Zellexperimente in Kapitel 3.3.1 bewiesen, dass die mimetische 
ECM NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6CGL2-Fibronektin nicht nur von HDF toleriert 
wird, sondern auch eine bessere Adhäsion, spreading und Proliferation im Vergleich zu TCPS 
und adsorptiv und kovalent gebundenem Fibronektin zeigt. Nun sollten die ersten 
Zellexperimente mit der Oberfläche, die in Kapitel 3.2 entwickelt wurde, erfolgen. Folglich 
wurden HDF auf NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6Gal und NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-
LacNAc-His6Gal-Fibronektin inkubiert. 
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Abbildung 3.69: Lichtmikroskopische Aufnahmen von primären humanen dermalen Fibroblasten nach 48 h 
auf der mimetischen ECM 
HDF wurden 48 h auf TCPS (A), NCO-sP(EO-stat-PO) (B), NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6Gal-1C2S (C), 
NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6Gal-3 (D), NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6Gal-8 (E), NCO-sP(EO-
stat-PO)-poly-LacNAc-His6Gal-1C2S-Fibronektin (F), NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6Gal-3-Fibronektin (G) 
und NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6Gal-8-Fibronektin (H) inkubiert. Die Vergrößerung ist x10. 
 
Die lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen Zelladhäsion und spreading auf allen NCO-
sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6Gal-(Fibronektin) Oberflächen (Abbildung 3.69). Als 
Positivkontrolle diente TCPS (Abbildung 3.69 A), als Negativkontrolle NCO-sP(EO-stat-PO) 
(Abbildung 3.69 B). Die Anzahl an Zellen nach 48 h auf NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-
His6Gal-Fibronektin (Abbildung 3.68 untere Reihe) scheint erhöht im Vergleich zu TCPS und 
der Oberfläche NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6Gal (Abbildung 3.68 mittlere Reihe). 
Nur bei Galektin-8 ist der Unterschied mit und ohne Fibronektin nicht deutlich ausgeprägt. 
Es ist beschrieben, dass Zellen auf Platten mit adsorptiv gebundenen Galektin-8 sich mit 
einer ähnlichen Kinetik adhärieren und ausbreiten wie auf adsorptiv gebundenem 
Fibronektin. Es wurden unterschiedliche Zelltypen untersucht, u.a. auch NIH-hIR 
Mausfibroblasten (Levy et al., 2001). Im Gegensatz zur Publikation werden in dieser Arbeit 
His6Gal-8 und Fibronektin nativ präsentiert durch die Bindung an poly-LacNAc. Genauso wie 
bei Fibronektin wird auch für das His6Gal-8 erwartet, dass die natürliche Präsentation auf 
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NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6Gal-8 einen Vorteil im Zellwachstum durch die 
Gestaltung der Mikroumgebung verschafft. 
 
Um die Vitalität der Zellen auf der künstlichen ECM zu untersuchen, wurde eine Lebend-tot-
Färbung durchgeführt (Abbildung 3.69). Hier werden lebende Zellen grün fluoreszierend und 
tote Zellen rot fluoreszierend markiert. 
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Abbildung 3.70: Lebend-tot-Färbung von HDF auf der künstlichen ECM nach 48 h 
HDF wurden 48 h auf TCPS (A), TCPS + Ethanol (B), NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6Gal-1C2S (C), NCO-
sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6Gal-3 (D), NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6Gal-8 (E), NCO-sP(EO-stat-PO)-
poly-LacNAc-His6Gal-1C2S-Fibronektin (F), NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6Gal-3-Fibronektin (G) und 
NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-His6Gal-8-Fibronektin (H) inkubiert und mittels LIVE/DEAD 
Viability/Cytotoxicity Kit von Invitrogen eingefärbt. Dabei weist grün-fluoreszierendes Calcein-
Acetoxymethylester auf intrazellulare Esteraseaktivität (lebende Zellen) und rot-fluoreszierendes Ethidium 
Homodimer-1 auf den Verlust der Plasmamembranintegrität (tote Zellen). Als Negativkontrolle wurden Zellen 
mit Ethanol vor der Einfärbung abgetötet (B). Die Vergrößerung ist x10. 
 
Die Lebend-tot-Färbung zeigt hauptsächlich lebende Zellen auf allen NCO-sP(EO-stat-PO)-
poly-LacNAc-His6Gal-(Fibronektin) Oberflächen. Als Positivkontrolle diente TCPS, als 
Negativkontrolle mit Ethanol abgetötete Zellen. Auf NCO-sP(EO-stat-PO)-poly-LacNAc-
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His6Gal-8-Fibronektin scheinen mehr tote Zellen als bei den anderen Oberflächen vorhanden 
zu sein.  
Dass der Unterschied der Oberfläche mit und ohne Fibronektin nicht so eindeutig ist wie bei 
CGL2 liegt vermutlich daran, dass hier menschliche Galektine eingesetzt wurden. Das 
pilzliche CGL2 wurde als nematotoxisch beschrieben (Bleuler-Martinez et al., 2011). Auch 
Toxizität von aufgereinigtem CGL2 auf HeLa Zellen wurde publiziert (Butschi et al., 2010). 
Zytotoxizität gegenüber Säugetierzellen kann sowohl von pilzlichen als auch von Säugetier-
Galektinen induziert werden. Liganden und Mechanismus variieren je nach Galektin und 
Zelltyp (Hernandez et al., 2006; Patnaik et al., 2006; Stillman et al., 2006; Bi et al., 2008; 
Stowell et al., 2008; Stowell et al., 2009). Einen Effekt von CGL2 auf Fibroblasten wurde 
bisher nicht veröffentlicht. Aufgrund der Unterschiede in den hier gezeigten Versuchen 
(Abbildung 3.69 C-E, Abbildung 3.65 B) zwischen der Adhäsion auf humanen Galektinen und 
CGL2 könnte Zytotoxizität von CGL2 vermutet werden. 
 
Die ersten Zellexperimente mit den rekombinanten humanen Galektinen auf NCO-sP(EO-
stat-PO)-poly-LacNAc zeigen hervorragende optische Ergebnisse bezüglich Zelladhäsion, 
spreading, Wachstum und Vitalität im Vergleich zu TCPS. Daher eignet sich die Oberfläche 
zur Weiterentwicklung für Biomaterialoberflächen. Durch den modularen Charakter können 
einfach Spezifitäten in der Zuckerstruktur, den Galektinen und ECM-Glykoproteinen für 
bestimmte Zelltypen bereitgestellt werden. Im Gegensatz zu der Arbeit von Ch. Kupper 
(Kupper, 2013), welche HUVEC auf immobilisierten Galektinen-1, -3 und -8 inkubierte, kann 
mit dem hier gezeigten Aufbau über die Bindung an poly-LacNAc eine natürliche 
Präsentation der Galektine und ECM-Proteine erfolgen. Dass dies ein Vorteil gegenüber 
kovalent immobilisierten Adhäsionsmolekülen sein kann, wurde in Kapitel 3.3.1 gezeigt. Des 
Weiteren könnte über die Zuckerstruktur in späteren Versuchen eine Spezifität hergestellt 
werden. 
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4 Zusammenfassung 
Ziel der Arbeit war es, eine modulare, künstliche ECM mit poly-LacNAc, den humanen 
Galektinen-1, -3 und -8 und ECM-Glykoproteinen auf einer möglichen Biomaterialoberfläche 
aufzubauen.  
 
Im ersten Teil der Arbeit wurde die Synthese von poly-LacNAc auf der Basis der Arbeit von 
Birgit Sauerzapfe (Sauerzapfe, 2008) charakterisiert, optimiert und im Maßstab vergrößert. 
Dies beinhaltete die Optimierung der einzelnen Schritte von der Enzymexpression und 
-aufreinigung über die Synthese bis zur Produktisolierung. Die Untersuchung der 
Eintopfsynthese der poly-LacNAc-Mischung bildete dabei den Hauptteil. Optimiert wurde 
das Verhältnis der Substrate und der Enzyme sowie deren Menge. Bei der Charakterisierung 
der Eintopfsynthese mit unterschiedlichen Enzymverhältnissen zeigten sich unerwartete 
Produktverteilungen, die durch eine Kinetik mit längerkettigen Substraten erklärt werden 
konnten: Die β3GlcNAcT weist eine deutlich höhere Aktivität zum Tetrasaccharid (4a) als 
zum Di-, Hexa- oder Oktasaccharid (2, 4b, 4c) auf. Die Synthese ausgehend von verschieden 
langen Akzeptorsubstraten zeigte eine Limitierung der Kettenlänge ab dem Nonasaccharid 
(3d). In der semi-präparativen Synthese konnten poly-LacNAc-Strukturen erstmalig bis zu 
Hexadecasaccharid (4g) detektiert und bis zu Dodecasaccharid (4e) isoliert werden. Aufgrund 
der präsentierten Ergebnisse konnten Einzelstrukturen zur Charakterisierung der 
Galektinbindung und Biomaterialoberfläche zeit- und kostengünstig hergestellt werden. Des 
Weiteren konnte die poly-LacNAc-Mischung reproduzierbar für den Aufbau einer 
mimetischen ECM synthetisiert werden. 
 
Im zweiten Teil der Arbeit wurden die humanen Galektine-1, -3 und -8 im Hinblick auf ihren 
Einsatz zum Aufbau einer modularen, biomimetischen ECM untersucht. Außerdem wurden 
allgemeine proteinchemische Fragen wie Stabilität und Einfluss des His6-Tags diskutiert. 
His6Gal-1 ist, im Gegensatz zu His6Gal-1C2S, aufgrund der geringen Stabilität als Lektin nicht 
für den Aufbau geeignet. Der His6-Tag am C-terminalen Ende der C-CRD des Galektin-8 
führte zu äußerst geringer Expression und keiner Möglichkeit der Aufreinigung. Ebenso 
besitzt der His6-Tag in der hinge-Region der einzelnen CRDs einen negativen Effekt auf die 
Zuckerbindung. Mit allen drei Galektinen (His6Gal-1C2S, His6Gal-3 und His6Gal-8) war es 
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möglich, die ECM-Glykoproteine Laminin und Fibronektin an immobilisierten poly-LacNAc-
Strukturen quer zu vernetzen. Dabei erfolgte die Bindung von His6Gal-1C2S bereits an das 
Disaccharid LacNAc auf Hydrogelen. Im Gegensatz dazu benötigen die Galektine-3 und -8 
sowie das Modellgalektin CGL2 für eine optimale Bindung an poly-LacNAc auf Hydrogelen 
längerkettige Strukturen. Folglich ist die poly-LacNAc-Mischung für den ersten Aufbau ohne 
weitere spezifische Epitope die optimale Variante. 
 
In Kooperation mit Meike Beer und Prof. Dr. Jürgen Groll (DWI, RWTH Aachen bzw. 
Universität Würzburg) wurde Hydrogel in der Mikrotiterplatte als neuartige 
Screeningplattform entwickelt. Die Galektine konnten dadurch auf der letztendlichen 
Biomaterialoberfläche charakterisiert werden. Schlussendlich wurde die biomimetische 
Oberfläche als proof-of-principle mit Fibroblasten getestet. Auf den humanen Galektinen 
(gebunden an poly-LacNAc) zeigten sie dabei sehr gute Adhäsion und Wachstum. Dies ist 
auch auf der Oberfläche poly-LacNAc-Galektin-Fibronektin der Fall. Die genaueren 
Untersuchungen mit dem Modellgalektin CGL2 ließen vermuten, dass die biomimetische 
ECM im Vergleich zum Standard TCPS und immobilisiertem Fibronektin deshalb adhäsiver 
und wachstumsfördernder wirkt, weil sie zum einen eine ECM bereits präsentiert und diese 
von den Zellen nicht aufgebaut werden muss. Zum anderen ist sie flexibler als 
immobilisiertes Fibronektin und kann von den adhärierten Zellen umgestaltet werden. 
 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, eine modulare, biomimetische ECM mit poly-
LacNAc und den humanen Galektinen-1, -3 und -8 entwickelt wurde, die zugleich in den 
ersten Zellexperimenten bessere Eigenschaften aufweist als der Standard TCPS und 
immobilisiertes Fibronektin. Zukünftig könnte durch Einbringen von Epitopen in der 
Zuckerstruktur die Bindung von Galektinen oder Zellen spezifischer gestaltet werden. 
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5 Material und Methoden 
5.1 Chemische Synthese von β-N-Acetylglukosamin-linker-
NH2-tBoc 
Die chemische Synthese von β-N-Acetylglukosamin-linker-NH2-tBoc wurde in Kooperation 
mit der Arbeitsgruppe von  Prof. Dr. Vladimír Křen in Prag durchgeführt. Sie erfolgte analog 
zu der von Birgit Sauerzapfe beschriebenen (Sauerzapfe et al., 2009) mit verschiedenen 
Änderungen, die hier kurz erläutert werden.  
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Abbildung 5.1: Synthese von β-N-Acetylglukosamin-linker-NH2-tBoc (1) 
mit i) CH3COCl, CH2Cl2, RT, 36 h; ii) KSCN, Bu4NHSO4, CH3CN, RT, 18 h; iii) NH2CH2CH2NH2, Boc2O, C4H8O2, 18 h; 
iv) CH3CN, RT, 16 h; v) CH3ONa/CH3OH, RT, 30 min; 
 
Synthese von GlcNAc-Cl (1b) und GlcNAc-NCS (1e): Die Reaktion von N-Acetylglukosamin 
zum Hortons chloride (1b) und anschließend zu GlcNAc-NCS (1e) wurde wie beschrieben 
(Horton, 1966) durchgeführt. Die Ausbeute von Hortons chloride (1b) betrug 60% (30,09 g, 
82,3 mmol). Da entweder die Ausbeute des aufgereinigten GlcNAc-NCS (1e) nur 5% oder die 
Reinheit nur 50% betrug, wurde ein alternativer Syntheseweg durchgeführt (Abbildung 5.2).  
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Abbildung 5.2: Synthese von GlcNAc-NCS (1e)  
mit i) NaN3, Bu4NHSO4, NaHCO3, CH2Cl2, RT, 18 h; ii) C4H8O2, Pd, RT, 18 h; iii) CH2Cl2, CHCl3, CSCl2, RT, 18 h 
 
Synthese von GlcNAc-N3 (1c): 10 g (27,3 mmol) “Hortons Chloride” 1b (M=365,7 g/mol), 3,5 g 
(54,6 mmol) NaN3 (M=65,01 g/mol) und 4,6 g (13,67 mmol) Bu4NHSO4 (M=339,54 g/mol) 
wurden in 70 ml gesättigtem NaHCO3 und 70 ml Dichlormethan gelöst und für eine Phasen-
Transfer-Katalyse in einem 250 ml-Rundkolben ohne Verschluss über Nacht bei 
Raumtemperatur stark gerührt. Das Präzipitat wurde durch Zuführung von 300 ml 
Dichlormethan gelöst. Für die Aufreinigung wurden die Salze aus der organischen Phase 
viermal mit Wasser extrahiert. Die Trocknung der organischen Phase erfolgte mit Na2SO4 für 
15 min. Nach der Filtration wurde das Lösemittel evaporiert und die Reinheit mittels DC 
(mobile Phase: Chloroform/Aceton 10:1) überprüft. 7,1 g des Rohproduktes wurden mittels 
Kristallisation gereinigt. Dafür wurden 100 ml Ethanol zum weiß bis hell-gelben festen 
Rohprodukt hinzugefügt und bei 60°C erhitzt. Nach Einrotieren von ca. 60 ml Ethanol wurde 
die Lösung bei Raumtemperatur über Nacht aufbewahrt, um sie auskristallisieren zu lassen. 
Die Kristalle wurden abfiltriert und der Filterkuchen mit gekühltem Ethanol gewaschen. Die 
Ausbeute an weißen Kristallen des GlcNAc-N3 (1c) betrug 33% (3,34 g, 8,97 mmol). Das 
Filtrat wurde mittels DC (mobile Phase: Chloroform/Aceton 10:1) analysiert, einrotiert und 
wieder über Nacht kristallisiert. 
Synthese von GlcNAc-NH2 (1d): 3,34 g (8,97 mmol) GlcNAc-N3 (1c) und 0,32 g Palladium auf 
Kohlefaser (10% w/w) als Katalysator wurden mit 30 ml Ethylacetat und unter Wasserstoff 
als reduzierendes Agens bei Raumtemperatur über Nacht verrührt. Das Palladium wurde mit 
Celite abfiltriert und der Filterkuchen mit 350 ml Ethylacetat gewaschen. Nach dem 
Einrotieren betrug die Ausbeute 77% (2,5 g; 6,94 mmol).  
Synthese von GlcNAc-NCS (1e): Wegen der Toxizität des Thiophosgens wurde dieser Schritt 
von Karel Křenek aus der AG Prof. Dr. V. Křen durchgeführt. 2,5 g (6,94 mmol) GlcNAc-NH2 
(1d) (M=346 g/mol) wurden mit 9 g (80,08 mmol) Thiophosgen (M=114,98 g/mol) und 30 ml 
Dichlormethan gemischt und über Nacht inkubiert. Als Aufreinigung wurde die Synthese mit 
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HCl, NaHCO3 und Wasser extrahiert und mit Na2SO4 getrocknet. Nach Zentrifugation und 
Einrotieren betrug die Ausbeute 30% (0,8 g, 2,06 mmol).  
Die weitere Synthese wurde wie beschrieben durchgeführt (Sauerzapfe, 2008). Der letzte 
Schritt, das Entschützen von Substanz (1h), und die Analyse per NMR wurden von Karel 
Křenek durchgeführt. Die NMR-Daten (Anhang) bestätigen die Struktur des Produkts.  
 
5.2 Analytik der Zuckerstrukturen 
5.2.1 Dünnschichtchromatographie 
Zur Kontrolle von chemischen Synthesen und zur Analyse von entschützten Zuckern wurde 
die Dünnschichtchromatographie genutzt. Die stabile Phase war Kieselgel60 F254. Tabelle 5.1 
zeigt die genutzten Laufmittel.  
 
Tabelle 5.1: Mobile Phasen der Dünnschichtchromatographie 
Mobile Phase Zucker Rf [-] 
Petrolether : Ethylacetat 
1:1 
1a 
1b  
1e 
0 
0,3 
0,12 
Chloroform : Aceton 
9 : 1 
1b 
1c 
1d 
1e 
1h 
0,98 
0,90 
0,10 
0,76 
0,65 
Chloroform: Methanol 
8:2 
1f 
1g 
0,27 
0,71 
Acetonitril : 0,1 M Ammoniumsulfat 
3:1 
2 
2 entschützt 
3a 
3a entschützt 
0,51 
0,16 
0,4 
0,09 
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Die Platten wurden nach dem Lauf getrocknet und unter UV-Licht (254 nm) ausgewertet. Die 
Detektion erfolgte auch mittels Tauchbad in 5% H2SO4/Ethanol und anschließendem 
Verkohlen bzw. bei der Synthese des Linkers (1g) über Jodidfärbung. 
 
5.2.2 Kapillarelektrophorese (CE) 
Die CE (Beckman Coulter, Inc. P/ACE MDQ Glycoprotein System, 32 Karat Software Version 
5.0) wurde zur Bestimmung der Aktivität der UDP-Glc 4‘-Epimerase im diskontinuierlichen 
Aktivitätstest verwendet. Das Probenvolumen betrug ca. 5 µl bei einer Konzentration an 
UDP-Zuckern von 1 mM. Als Puffer diente 64 mM Borsäure, 50 mM Natrium-Tetraborat, 
pH 9. Der Trennungslaufs erfolgte bei 25 kV für 20-25 min, die Detektion bei 254 nm.  
 
5.2.3 HPLC 
Zur Analyse von Aktivitätstests, Syntheseverläufen und Konzentrationsbestimmungen wurde 
eine reversed phase HPLC genutzt. Als Säule diente eine LiChrospher® 100RP 18, LiChroCart 
(Merck, Germany) oder eine MultoKrom® 100-5 C18 (CS Chromatography Langerwehe, 
Germany). Die Zucker wurden bei 254 nm und 205 nm bei Raumtemperatur detektiert. Das 
Einspritzvolumen betrug 20 μl.  
 
Tabelle 5.2: Laufmittel und Flussrate bei verschiedenen Verwendungszwecken 
Verwendung Flussrate Laufmittel 
Aktivitätstests 1 ml/min 15% Acetonitril, 0,1% Ameisensäure 
Kinetiken 0,5 ml/min 15% Acetonitril, 0,1% Ameisensäure 
Synthesekontrollen 0,5 ml/min 15% Acetonitril, ggf. 0,1% Ameisensäure 
Konzentrations- 
bestimmung von tBoc-
Zuckern 
0,5 ml/min 15% Acetonitril, 0,1% Ameisensäure 
 
Konzentrations- 
bestimmung von 
entschützten Zuckern 
0,5 ml/min 15% Acetonitril, 0,1% Ameisensäure 
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Die Konzentrationsbestimmung von synthetisierten (poly-)LacNAc-Ketten erfolgte mittels 
HPLC über die Peakfläche bei 254 nm im Vergleich zu definierter GlcNAc-tBoc-Lösung. Durch 
Aufnahme von Vergleichspektren von GlcNAc-tBoc, entschütztem Zucker und GlcNAc und 
LacNAc ohne Linker wurde zuvor sichergestellt, dass die Absorption bei 254 nm des 
entschützten und tBoc-geschützen Zuckers gleich ist und dass GlcNAc und LacNAc ohne 
Linker gleicher Konzentration nicht absorbieren (Daten nicht gezeigt). Folglich kann eine 
annähernde Konzentrationsbestimmung mittels HPLC über die Peakfläche bei 254 nm im 
Vergleich zu GlcNAc-tBoc durchgeführt werden. 
Für die Konzentrationsbestimmungen wurde eine Eichgerade von 0-2 mM GlcNAc-tBoc für 
jede neue HPLC Trennmethode (Gerät, Flussrate, Laufmittelkonzentration) erstellt. Die 
(poly)-LacNAc-Proben wurden fünfmal mittels HPLC geprüft und daraus der Mittelwert 
gebildet. Die Standardabweichung betrug meist zwischen 7 und 14%.  
Ein Gradient von 8-25% Acetonitril in 40 min verschmälert Peakbreite und führt zu leicht 
besserer Trennung, aber verlängert die Laufzeit. 
 
5.2.4 NMR 
Die NMR Messungen sowie deren Auswertung wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. V. 
Křen in Prag am Bruker AVANCE IIII 600 MHz Spektrometer (600.23 MHz für 1H, und 150.93 
MHz für 13C) in D2O (100 Atom% D, Sigma-Aldrich, Steinheim) bei 303°K durchgeführt (Rech 
et al., 2011). Das Restsignal des Lösungsmittels wurde als interner Standard (δH 4.508) 
genutzt. Die Kohlenstoffspektren in D2O wurden auf das Signal des Acetons (δc 30.50) 
bezogen. 1H NMR, 13C NMR, COSY, HSQC, und HMBC Spektren wurden mit der 
Standardsoftware des Herstellers gemessen. Die chemische Verschiebungen sind in δ-Scale 
[ppm] und Kopplungskonstanten in Hz angegeben. Durch digitale Auflösung war es möglich, 
die chemische Verschiebungen der Protonen mit drei und Verschiebungen der Kohlenstoffe 
mit zwei Dezimalstellen zu bestimmen. Einige Wasserstoff-Verschiebungen wurden von 
HSQC ausgelesen und sind mit zwei Dezimalstellen angegeben. 
 
Die NMR Daten befinden sich im Anhang. Die NMR Analyse bestätigte die Identität der 
Fraktion 2 aus der präparativen HPLC-Aufreinigung (Abbildung 3.10) einer Eintopfsynthese 
als Tetrasaccharid. Die 13C- und 1H-NMR Spektren wurden mit zuvor gemessenen Proben von 
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sequenziell synthetisiertem di-LacNAc-linker-NH2-tBoc (Sauerzapfe et al., 2009) verglichen. 
Eine sehr gute Übereinstimmung wurde für die Kohlenstoffdaten ermittelt. Die anomere 
Konfiguration (β) wurde von der JH-1,H-2 Kopplungskonstante (8.4 Hz in GlcNAc, 7.8 Hz in Gal) 
bestimmt. Die glykosidische Bindung wurde aus heteronuklearer Korrelation in HMBC 
hergeleitet und durch die Verschiebung der involvierten Kohlenstoffe (C-4 für GlcNAc, C-3 
für Gal) bestätigt. Die chemische Verschiebung des C-2 Kohlenstoffs des GlcNAc stimmt mit 
einer N-Acetylierung überein. Aufgrund der Isomerisierung an der NH-C=S Bindung konnten 
die Signale des H-1 und des C-1 des ersten GlcNAc und das Signal des CS nicht detektiert 
werden. 
Auch die Fraktionen 4 und 6 der aufgereinigten semi-präparativen Synthese (Kapitel 3.1.3.1) 
konnten als die erwarteten Produkte Hexa- (4b) und Oktasaccharid (4c) mittels NMR 
bestätigt werden. Allerdings war es nicht möglich, zwischen einzelnen Saccharideinheiten zu 
unterscheiden, nur die Verschiebung der ersten Glukose- und der letzten Galaktoseeinheit 
unterschieden sich vom inneren Teil der poly-LacNAc Kette. Die Anzahl der LacNAc-Einheiten 
konnte durch Integrieren der Acetyl- und tBoc-Signale in der oberen Region des 
Protonenspektrums bestätigt werden. Die JH-1,H-2 Kopplungskonstante (8.4 Hz in GlcNAc, 7.8 
Hz in Gal) stimmt mit einer β-anomeren Konfiguration überein. Die glykosidische Bindung 
wurde aus heteronuklearer Korrelation in HMBC abgeleitet und mittels der Verschiebung der 
entsprechenden Kohlenstoffe (C-4 für GlcNAc, C-3 für Gal) bestätigt. Die chemische 
Verschiebung des C-2 Kohlenstoffs des GlcNAc stimmt mit einer N-Acetylierung überein. 
Aufgrund der Isomerisierung an der NH-C=S Bindung konnten die Signale des H-1 der ersten 
GlcNAc-Einheit und das Signal des CS nicht detektiert werden. 
 
5.2.5 Massenspektrometrie 
5.2.5.1  ESI-MS 
Die sequentiell synthetisierten poly-LacNAc Strukturen (Kapitel 3.1.1) wurden mittels HPLC-
ESI-MS verifiziert. Die Auftrennung erfolgte mittels C18-Säule (LiChrospher® 100RP 18, 
LiChroCart, Merck, Germany) wie in Kapitel 5.2.1.3 beschrieben. Als Laufmittel diente 15% 
Acetonitril (isokratisch). Die Proben wurden auf 0,5 mM mit Wasser verdünnt. Das 
Probeneinspritzvolumen betrug 20 μl. Die UV-Detektion erfolgte bei 254 nm. Die 
anschließende Massenspektrometrie erfolgte mittels Thermo Finnigan Surveyor® MSQ™ ESI 
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Massenspektrometer bei 400°C und 50-200 V Spannung im negativen (bei tBoc-geschützten 
Zuckern) oder positiven Modus (bei entschützten Zuckern). Die Auswertung erfolgte mittels 
Chromeleon 6.0 Software. Es konnten sowohl Spektren als auch einzelne Massen über die 
Zeit dargestellt und so die Einzelsubstanzen der poly-LacNAc Synthese identifiziert werden. 
 
5.2.5.2  MALDI-ToF 
Die MALDI-ToF Messungen wurden von Prof. Dr. Franz-Georg Hanisch (Universität zu Köln, 
Institut für Biochemie II) wie beschrieben (Rech et al., 2011) am UltrafleXtreme Instrument 
(Bruker Daltonics, Bremen) durchgeführt. Die nativen (in Wasser) oder permethylierten 
Glykane (ca. 500 ng in Methanol) wurden immobilisiert, indem 0,5 µl Probe mit 1,0 µl Matrix 
(gesättigte Lösung von 2,5-Dihydroxybenzoesäure in AcN/0.1% TFA, 1:2) gemischt wurden. 
Die Analyse erfolgte durch Positivionendetektion im reflectron-Modus. Die Ionisierung von 
co-kristallisierten Analyten wurde durch einen pulsierenden Smart-beam Laser induziert, die 
Ionen in einem Feld von 20 kV beschleunigt und bei 23 kV reflektiert.  
Die Spektren befinden sich im Anhang. Es konnten die beiden Substrate GlcNAc-linker-NH2-
tBoc (1) und LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) der poly-LacNAc Synthese sowie die Produkte in 
Mischung einer Standardsynthese, einer terminierten Synthese und einer Synthese mit 
Epimerase detektiert werden. Des Weiteren erfolgte die Identifikation der Fraktionen der 
präparativen Aufreinigung mittels MALDI-ToF.  
 
5.3 Synthese von poly-LacNAc Konjugaten 
Expresssion und Aufreinigung der Enzyme ist in Kapitel 5.5.2-5.5.4 beschrieben. 
5.3.1 Synthese von (poly-)LacNAc Strukturen mit UDP-Gal 
5.3.1.1  Synthese von LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) 
Die Synthese von LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) musste aufgrund der hohen Nachfrage im 
Vergleich zur bisher beschriebenen Methode (Sauerzapfe et al., 2009) im Maßstab um das 
100 fache vergrößert werden. Der in Tabelle 5.3 dargestellte Ansatz wurde in 100 ml EMK 
bei 60 UpM und 30°C über Nacht inkubiert. 
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Tabelle 5.3: Pipettierschema der LacNAc-tBoc-Synthese 
Komponente Volumen Endkonzentration  
1 M HEPES-NaOH, pH=7,2 
250 mM KCl 
4 ml 
 
100 mM 
25 mM 
100 mM MnCl2 0,8 ml 2 mM 
100 mM UDP-Gal 2,5 ml 6,25 mM 
10 mM GlcNAc-tBoc 20 ml 5 mM 
Alkalische Phosphatase (1 U/µl) 2 µl 2 U 
His6Propeptid-katβ4GalT-1 (20 mU/ml) 12,7 ml 0,25 U 
Gesamtvolumen 40 ml  
 
Der Umsatz der Synthese wurde mittels HPLC kontrolliert. Bei nahezu 100%igem Umsatz 
wurde die Synthese durch Erhitzen über dem Bunsenbrenner und Ultrafiltration (Vivaspin, 
Ausschluss: 30 kDa) abgestoppt. EMK und Vivaspin Falcon wurden mehrmals mit 0,5-1 ml 
Wasser gewaschen. Anschließend wurde der Syntheseansatz entweder für die spätere 
Nutzung bei -20C° eingefroren, direkt in eine poly-LacNAc Synthese eingesetzt oder mittels 
Rotationsverdampfer für die Produktisolierung eingeengt. 
 
5.3.1.2 Sequenzielle Synthese von definierten poly-LacNAc Strukturen 
Die sequenzielle Synthese von definierten poly-LacNAc Strukturen wurde durchgeführt, um 
definierte Oligosaccharide zur Kalibrierung der Retentionszeit in der analytischen HPLC und 
zur Immobilisierung von definierten Strukturen in der Mikrotiterplatte bereitzustellen. Daher 
war auch hier eine Maßstabsvergrößerung von 8-17 μmol auf 100-200 μmol Substrat im 
Vergleich zur bisher beschriebenen Methode (Sauerzapfe et al., 2009) erforderlich (Tabelle 
5.4).  
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Tabelle 5.4: Sequenzielle Synthese definierter poly-LacNAc Ketten 
Lösungen Trisaccharid Tetrasaccharid Pentasaccharid Hexasaccharid 
1 M HEPES,  
250 mM KCl,  
10 mM DTT, 
 pH 7,2 
100 mM HEPES, 
25 mM KCl,  
1 mM DTT, 
pH7,2 
100 mM HEPES, 
25 mM KCl,  
1 mM DTT, 
pH7,2 
100 mM HEPES,  
25 mM KCl,  
1 mM DTT,  
pH7,2 
100 mM HEPES,  
25 mM KCl,  
1 mM DTT, 
pH7,2 
Akzeptor  
in 100 mM 
HEPES,  
25 mM KCL,  
1 mM DTT 
3,76 mM 3,4 mM 2,64 mM 2,3 mM 
100 mM UDP-
Gal 
 4,2 mM  4,2 mM 
150 mM UDP-
GlcNAc 
5,6 mM  5,6 mM  
100 mM MnCl2  2 mM  2 mM 
100 mM MgCl2 2 mM  2 mM  
Alkalische 
Phosphatase (1 
U/µl) 
2 U 2 U 2 U 2 U 
His6Propeptid-
katβ4GalT1 
 0,09 U  0,55 U 
β3GlcNAcT 1,3 U  1,2 U  
 53,2 ml 58,9 ml 37,9 ml 43 ml 
 
Die Synthesen wurden in 100 ml EMK bei 60 UpM und 30°C über Nacht durchgeführt. Nach 
jeder Synthese erfolgte eine Hitzedenaturierung der Enzyme. Anschließend wurden die 
Enzyme durch Ultrafiltration (Ausschluss: 30 kDa) entfernt. Die Produkte wurden 
aufgereinigt und mittels ESI-MS analysiert (Anhang). 
 
Material und Methoden   143 
5.3.1.3 Analytische Eintopfsynthese von poly-LacNAc Oligosacchariden 
Die Synthese im analytischen Maßstab wurde wie zuvor beschrieben (Sauerzapfe et al., 
2009) durchgeführt (Tabelle 5.5). Die Syntheseansätze (100 µl Endvolumen in 1,5 ml 
Eppendorfgefäße) wurden bei 30°C für 24 h inkubiert. Proben von 6 µl wurden jede Stunde 
entnommen, bei 95°C für 5 min abgestoppt und zentrifugiert (20 min, 130000 UpM). Der 
Überstand wurde 1:10 verdünnt und mittels HPLC analysiert.  
 
Tabelle 5.5: Pipettierschema der poly-LacNAc-tBoc Synthese zur Untersuchung des Einflusses des 
Enzymverhältnisses auf die Produktverteilung und den Umsatz 
Komponente Volumen Endkonzentration 
1 M HEPES-NaOH, pH=7,2 
250 mM KCl 
10 mM DTT 
1 µl 100 mM 
25 mM 
1 mM 
100 mM MgCl2 1 µl 1 mM 
100 mM MnCl2 1 µl 1 mM 
150 mM UDP-GlcNAc 5,0 µl 7,5 mM 
100 mM UDP-Gal 7,5 µl 7,5 mM 
5,0 mM LacNAc-tBoc Synthese in Puffer 50 µl 2,5 mM 
Alkalische Phosphatase 0,5 µl 0,5 U 
His6-Propeptid-katβ4GalT-1 (45 mU/ml) variierend  
β3GlcNAcT (570 mU/ml) variierend  
Wasser ad 100 µl  
Gesamtvolumen 100 µl  
 
Zur Charakterisierung der poly-LacNAc Synthese wurde der in Tabelle 5.5 beschriebene 
Ansatz wie folgt geändert: 
In den Experimenten zur Variation unterschiedlicher Enzymverhältnisse wurden β3GlcNAcT-
Aktivitäten von 0,16 mU bis 4,05 mU bei konstanter β4GalT Aktivität (0,81 mU) eingesetzt.  
Zur Charakterisierung des Einflusses von verschiedenen Donor- und Akzeptorkonzentration 
wurde der 1,5-5 fache Überschuss an Donorsubstrat bei einer konstanten 
Akzeptorkonzentration von 2,5 mM genutzt. Dabei betrug die  β4GalT-1-Aktivität 0,64 mU 
und die β3GlcNAcT-Aktivität 3,2 mU (Verhältnis 1:5).   
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Des Weiteren wurden verschiedene Akzeptorlängen in die poly-LacNAc Synthese eingesetzt, 
um eine mögliche Limitation in der Kettenlänge aufzudecken. Als Substrat diente Di-, Tetra-, 
Hexa- und Oktasaccharid (2, 4a-c) in einer Konzentration von 2,5 mM. Diese wurden mit 7,5 
mM Nukleotidzucker in Anwesenheit von 0,79 mU β4GalT-1 und 3,42 mU β3GlcNAcT 
(Verhältnis 1:4) inkubiert. 
 
5.3.1.4 Semi-präparative Eintopfsynthese von poly-LacNAc Oligosacchariden 
Nach der Charakterisierung der poly-LacNAc Synthese konnte diese im größeren Maßstab 
durchgeführt werden (Tabelle 5.6). Die gezeigte Synthese erfolgte ausgehend von einem 
Gemisch von 75% LacNAc-tBoc und 25% GlcNAc-tBoc als Substrat (zusammen 2,5 mM) 
aufgrund eines Pufferfehlers in der LacNAc-tBoc Synthese. Die Reaktion fand im 100 ml EMK 
bei 60 UpM und 30°C für 72 h statt.  
 
Tabelle 5.6: Pipettierschema der semi-präparativen Eintopfsynthese von poly-LacNAc Oligosacchariden 
Komponente Volumen Endkonzentration 
1 M HEPES-NaOH, pH=7,2 
250 mM KCl 
10 mM DTT 
0,3 ml 100 mM 
25 mM 
1 mM 
100 mM MgCl2 0,3 ml 1 mM 
100 mM MnCl2 0,3 ml 1 mM 
150 mM UDP-GlcNAc 1,5 ml 7,5 mM 
100 mM UDP-Gal 2,25 ml 7,5 mM 
5,0 mM LacNAc-tBoc-Synthese in Puffer 15 ml 2,5 mM 
Alkalische Phosphatase (1 U/µl) 0,5 µl 0,5 U 
His6-Propeptid-katβ4GalT-1 (50 mU/ml) 6,4 ml 0,32 U 
β3GlcNAcT (690 mU/ml) 2,5 ml 1,75 U 
H2O ad 30 ml  
Gesamtvolumen 30 ml  
 
Nach Abstoppen der Synthese durch Erhitzen, erfolgte die Abtrennung der Enzyme mittels 
Ultrafiltration (Ausschluss: 30 kDa). EMK und Ultrafiltrationsgefäß wurden mehrmals mit 1-2 
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ml MilliQ gewaschen. Sollte die poly-LacNAc Mischung, wie die beispielhaft gezeigte, mit 
Galaktose terminiert werden, wurde nach der Ultrafiltration β4GalT (0,3 U) und UDP-Gal (7,5 
mM) hinzugefügt. Entsprechend wurde für die GlcNAc-terminierten Strukturen verfahren 
und UDP-GlcNAc und β3GlcNAcT eingesetzt. Nach 24 h Inkubation bei 30°C und 60 UpM 
wurde die Reaktion durch Erhitzen abgestoppt, die Enzyme durch Ultrafiltration abgetrennt, 
das Wasser durch Rotationsverdampfung entfernt und das Präzipitat in 2 ml dest. Wasser 
gelöst. Im Fall der hier gezeigten beispielhaften Synthese wurde diese über präparative HPLC 
fraktioniert. Anschließend erfolgten das Einengen der Fraktionen im Rotationsverdampfer, 
das Lösen des Rückstandes in MilliQ und eine Konzentrationsbestimmung per HPLC. Danach 
wurden die Fraktionen mittels MALDI-ToF und NMR untersucht.  
 
5.3.2 Synthesen von (poly-)LacNAc mit UDP-Glc 
Die in Kapitel 3.3.1 präsentierten Versuche wurden mit dem Nukleotidzucker UDP-Gal 
durchgeführt. Dieser ist jedoch deutlich teurer als UDP-Glc (631 €/ 50 mg statt 83,80 € / 100 
mg, Listenpreis Sigma-Aldrich, Stand: 18.07.2013). Daher wurde UDP-Gal mittels UDP-Glc 4´-
Epimerase aus Campylobacter jejuni aus UDP-Glc im (poly-)LacNAc Syntheseansatz 
hergestellt. 
 
5.3.2.1 Analytische und semi-präparative Synthese von LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) mit 
UDP-Glc 4´-Epimerase 
Zur Analyse der optimalen UDP-Glc Konzentration wurde GlcNAc-linker-NH2-tBoc (1) mit 
verschiedenen UDP-Glc Konzentrationen bei 30°C in einem 1,5 ml Eppendorfgefäß zu 
LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) umgesetzt (Tabelle 5.7).  
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Tabelle 5.7: Pipettierschema der LacNAc-tBoc Synthese bei Verwendung von UDP-Glc als Donorsubstrat 
Komponente  Volumen 
(analytischer 
Maßstab)  
Volumen 
(präparativer 
Maßstab) 
Endkonzentration 
1 M HEPES-NaOH, pH=7,2  
250 mM KCl  
10 μl  5 ml 100 mM 
25 mM  
100 mM MnCl2  2 μl 1ml  2,0 mM 
UDP-Glc  4 μl  2 ml  5; 10; 15; 20; 25 
mM 
10 mM GlcNAc-tBoc  50 μl 25 ml  5,0 mM  
AP (1U/μl)  1 μl 10 μl  1 U bzw. 10 U  
His6Propeptid-katβ4GalT-1 (50 
mU/mL)  
19 μl  9,99 ml 0,95 mU bzw. 
500 mU  
UDP-Glc-4‘-Epimerase  
(28  U/mL) 
14 μl 7 ml 0,39 U bzw. 196 U 
Gesamtvolumen 100 µl 50 ml  
 
Die analytische Synthese wurde nach 24 h durch Erhitzen bei 95°C abgebrochen und die 
Enzyme durch Zentrifugation (20 min, 13000 UpM) entfernt. Der Überstand wurde 1:10 für 
die HPLC-Analytik verdünnt. 
 
Aufgrund des Ergebnisses aus dem oben beschriebenen Versuch wurde die semi-präparative 
Synthese mit einer Konzentration von 15 mM UDP-Glc durchgeführt (Tabelle 5.7). Sie 
erfolgte in einem 100 ml EMK bei 30°C und 60 UpM. 
Nach 100%igem Umsatz des Substrates LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) nach 24 h wurden die 
Proteine denaturiert und mittels Ultrafiltration abgetrennt. Dabei ergab sich eine Ausbeute 
von 99% (247 µmol, 144,5 mg). Anschließend wurden die so produzierten LacNAc-tBoc 
Lösungen in eine poly-LacNAc Synthese eingesetzt oder weiter aufgereinigt.  
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5.3.2.2 Sequenzielle Synthese von definierten poly-LacNAc Strukturen mit UDP-Glc 4’-
Epimerase 
Die von Sauerzapfe beschrieben sequenzielle Synthese (Sauerzapfe, 2008) wurde um das 
Enzym UDP-Glc 4´-Epimerase bei der Synthese der geradzahligen Zucker erweitert. Die 
Synthese erfolgte analog zu Tabelle 5.4. Allerdings wurde sie nicht optimiert und mit 7,5 mM 
UDP-Glc durchgeführt. Zucker bis zum Heptasaccharid (3c) wurden in einem Maßstab von 3-
23 µmol hergestellt und mittels Retentionszeiten in der HPLC identifiziert. Im Vergleich zur 
Synthese ohne Epimerase war die Synthese bedeutend langsamer und schlechter zu 
reproduzieren. Die Zucker dienten als Standards zur Bestimmung der Retentionszeiten in der 
analytischen HPLC.  
 
5.3.2.3 Eintopfsynthese von poly-LacNAc mit UDP-Glc 4’-Epimerase  
Wie für die Synthese von LacNAc-tBoc (2) wurde auch die optimale Konzentration von UDP-
Glc in der Eintopfsynthese ermittelt. Dafür wurde die UDP-Glc Konzentration zwischen 7,5 
mM und 25 mM im Ansatz variiert (Tabelle 5.8) bei konstanter Konzentration von UDP-
GlcNAc (7.5 mM) und LacNAc-tBoc (2) (2,5 mM).  
 
Die Synthese erfolgte bei 30°C im 1,5 ml Eppendorfgefäß. Als Vergleich diente eine Synthese 
ohne Epimerase und mit 7,5 mM UDP-Gal anstatt mit UDP-Glc. Eine 7 µl Probe wurde nach 
24 h entnommen, die Enzyme bei 95°C denaturiert und durch Zentrifugation entfernt (20 
min, 13000 UpM). Die Analyse des 1:10 verdünnten Überstandes erfolgte mittels HPLC.  
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Tabelle 5.8: Pipettierschema der poly-LacNAc-tBoc Synthese im Ein-Topf-Verfahren bei Verwendung von 
UDP-Glc als Donorsubstrat 
Komponente Volumen  
(analytischer 
Maßstab) 
Volumen  
(präparativer 
Maßstab) 
Endkonzentration 
1 M HEPES-NaOH, pH=7,2 
250 mM KCl 
10 mM DTT 
1 μl 360 μl 10 mM 
2,5 mM 
0,25 mM 
100 mM MgCl2 1 μl 360 μl 1 mM 
100 mM MnCl2 1 μl 360 μl 1 mM 
135 mM UDP-GlcNAc 5,5 μl 2 ml 7,5 mM 
UDP-Glc 5,5 μl 2 ml 5; 10; 15; 20; 25 mM 
4,7 mM LacNAc-tBoc (2) - 
Synthese 
50 μl 18 ml 2,35 mM 
Alkalische Phosphatase 1 μl 10 μl 1 U bzw. 10 U 
Epimerase (28 U/ml) 13 μl 5 ml 0,364 U bzw. 140 U 
His6Propeptid-katβ4GalT-1 
(50 mU/ml) 
16,5 μl 5,91 ml 0,825 mU bzw. 295 mU 
β3GlcNAcT (700 mU/ml) 5,5 μl  2 ml 3,85 mU bzw. 1,4 U 
Gesamtvolumen 100 μl 36 ml  
 
 
Die semi-präparative Synthese erfolgte anhand der gewonnen Ergebnisse aus dem oben 
beschrieben Versuch mit 20 mM UDP-Glc (Tabelle 5.8) in einem 100 ml EMK bei 30°C und 60 
UpM. Nach 48 h wurde die Synthese durch Erhitzen abgestoppt und ultrafiltriert. 
Anschließend erfolgte die Terminierung der poly-LacNAc Ketten durch Zugabe von β4GalT, 
UDP-Glc 4´-Epimerase und UDP-Glc (7,5 mM). Für GlcNAc-terminierte Strukturen wurde 
entsprechend UDP-GlcNAc (7,5 mM) und β3GlcNAcT hinzugefügt. Nach 24 h Inkubation bei 
30°C und 60 UpM wurde die Reaktion durch Erhitzen abgestoppt, die Enzyme durch 
Ultrafiltration abgetrennt, das Wasser durch Rotationsverdampfung entfernt und der 
Rückstand in 2 ml dest. Wasser gelöst. Anschließend wurde die Mischung über präparative 
HPLC aufgereinigt oder fraktioniert. Das Eluat wurde erneut einrotiert, in dest. Wasser gelöst 
und eine Konzentrationsbestimmung mittels HPLC durchgeführt. 
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5.3.3 Aufreinigungen der Zuckerstrukturen 
5.3.3.1 Aufreinigung mittels Festphasenextraktion 
Die definierten poly-LacNAc Strukturen und Mischungen wurden bei kleineren Mengen über 
Festphasenextraktion (Sep-Pak® Vac C18 1cc Säule, Waters GmbH, Eschborn, Germany) wie 
zuvor beschrieben (Sauerzapfe et al., 2009) aufgereinigt (Tabelle 5.9). 
 
Tabelle 5.9: Festphasenextraktion mit Sep-Pak® von Waters 
Äquilibrieren 3 ml Methanol (100% V/V) 
 3 ml bidest. Wasser 
Auftragen der Probe 1-2 ml 
Waschen 3 ml bidest. Wasser 
Elution 3 ml Acetonitril (50% V/V) 
 
Der Durchfluss der ersten vier Schritte (Äquilibrieren-Waschen) wurde wie das Eluat im 
Rotationsverdampfer bis zum Trockenen eingeengt und in bidest. Wasser gelöst. Durchfluss 
und Eluat wurden in der HPLC auf Reinheit überprüft. Des Weiteren wurde die Konzentration 
des Eluats mittels HPLC bestimmt. Anschließend wurden die aufgereinigten Zucker in 
Mikrotiterplattenassays zu Inhibitionsstudien der rekombinanten Galektine eingesetzt oder 
zur Immobilisierung entschützt. 
 
5.3.3.2 Aufreinigung und Fraktionierung mittels präparativer HPLC 
Die Fraktionierung von poly-LacNAc Mischungen und die Aufreinigung größerer Mengen an 
(poly-)LacNAc wurden über die präparative HPLC (Knauer, Deutschland, Software: EZChrom 
Elite) erreicht. Eine präparative reversed phase Säule (Eurospher 100-10 C18, 250 x 20 mm, 
Knauer) wurde entweder mit 15% Acetonitril oder einem Gradienten von 8-25% Acetonitril 
bei Raumtemperatur und einer Flussrate von 12,5 ml/min (Knauer Smartline Pump 1000) 
durchspült. 
Zur Probenvorbereitung wurde die Synthese nach dem Entfernen der Enzyme durch 
Ultrafiltration auf 1 ml mittels Rotationsverdampfer eingeengt und diese in die 2 ml-
Probeschleife der Handinjektion der HPLC gegeben. Um den Verlust an Zucker zu 
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minimieren, wurde der Kolben zweimal mit 500 µl MilliQ gespült und diese ebenso in die 
Probenschleife der HPLC gespritzt. Anschließend erfolgte die Auftrennung. Die Produkte 
wurden bei 254 nm detektiert (Knauer Smartline UV Detektor 26000) und automatisch bei 
einer Peaksteigung von +/- 0,2 gesammelt (Teledyne ISCO Foxy Jr. fraction collector). 
Anschließend wurden zusammengehörige Fraktionen vereint, das Lösemittel durch 
Einrotieren entfernt und der Rückstand in einem definierten Volumen von MilliQ gelöst, um 
eine gewünschte Konzentration zu erreichen. Diese wurde mittels analytischer HPLC 
kontrolliert. Das Produkt wurde bei -20°C gelagert.  
 
5.3.4 Entschützen der Aminogruppe des Linkers 
Das Entschützen der Zucker erfolgte wie bei (Sauerzapfe et al., 2009) beschrieben: Zu den 
aufgereinigten Zuckern im Rundkolben wurden zu gleichen Teilen dest. Wasser, das zum 
Lösen des Präzipitats eingesetzt wurde, und 2 M HCl gegeben. Das Entschützen erfolgte bei 
4°C über Nacht. Das Ergebnis kann bei definierten Strukturen mittels DC oder bei allen 
Strukturen durch analytische HPLC mit 15% Acetonitril und 0,1% Ameisensäure überprüft 
werden. Allerdings ist dieses Verfahren mit 1 M HCl so zuverlässig, dass darauf zum Teil 
verzichtet wurde. Zur Neutralisation des pH-Wertes wurde in Wasser äquilibriertes Dowex 
M43 Material portionsweise hinzugefügt bis der pH-Wert im neutralen Bereich lag. 
Anschließend wurde die Flüssigkeit abpipettiert und das Material mehrmals mit 
ausreichender Menge Wasser gewaschen. Die abgenommene (poly-)LacNAc Lösung wurde 
bis zur Trocknung einrotiert und anschließend in definierter Menge Wasser aufgenommen. 
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels HPLC.  
 
5.4 Klonierung der humanen Galektine 
5.4.1 Klonierung des humanen Galektin-1 
Das Gen des Galektins-1 (gal-1) wurde aus humaner, mesangialer cDNS amplifiziert. Die 
cDNS wurde von Dr. F. Eitner und Dr. G. Dagtekin (Universitätsklinikum Aachen, 
Medizinische Klinik II) zur Verfügung gestellt. Die Durchführung der PCR erfolgte mit Hilfe 
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des KOD Hot Start Polymerase Kit von Novagen laut den Angaben des Herstellers mit 
folgenden Änderungen: 1 mM MgSO4, 0,3 U Polymerase und 0,5 µl Template-DNS.  
Die Amplifikation verlief nach folgendem Programm im Thermocycler (Eppendorf): 
 
Tabelle 5.10: Programm des Thermocycler zur Klonierung von gal-1  
 Schritt Zeit Temperatur 
1 Aktivierung der Polymerase 2 min 94 °C 
2 Denaturierung 20 sec 94 °C 
3 Anlagerung (Annealing) 45 sec 65 °C 
4 Verlängerung 1 min 68 °C 
5 30 Zyklen von 2-4   
6 Endverlängerung 10 min 72 °C 
7 Verweilzeit  4 °C 
 
Zunächst wurde das Gen aus der cDNS amplifiziert. Dabei wurden folgende Primer 
verwendet: 5´-ATG GCT TGT GGT CTG GTC GCC AGC AAC CTG-3´, 5´- TCA GTC AAA GGC CAC 
ACA TTT GAT CTT G-3´. Anschließend erfolgte eine weitere PCR für das Einfügen der 
Restriktionsschnittstellen mit den Primern 5´-CGC GGA TCC GCG CAT GGC TTG TGG TCT G-3´, 
5´-GGC GCG CCT CAG TCA AAG GCC ACA CAT-3´. Der Anlagerungsschritt wurde dabei bei 
55°C ausgeführt.  
Der Erfolg von PCR- und Restriktionsansätzen wurde mittels Agarosegelelektrophorese 
kontrolliert. Für die Herstellung des Gels wurden ca. 50 ml warme 1%ige TAE-Agarose (0,4 M 
Tris, 0,01 M EDTA, 0,01 NaOH) in eine kleine Gelkammer (Mini-Sub Cell GT, BioRad) 
gegossen und mit 10 µl Ethidiumbromid (Roth®) gemischt. Nach Befüllen der Taschen mit 
den mit 2 µl Ladepuffer (6x Loading Dye Solution, Fermentas) versetzten Proben 
(Probevolumen 10 µl) erfolgte die Elektrophorese mit TAE-Puffer bei 90 V für ca. 40 min. Als 
Größenstandard diente die GeneRulerTM 1kb DNS Leiter von Fermentas.  
Zur Aufreinigung der PCR-Produkte sowie Restriktionsansätze wurde das 
NucleoSpin® Extract II Kit von Macherey-Nagel verwendet. Die Durchführung erfolgte nach 
den Instruktionen des Herstellers.  
Die Restriktion wurde sowohl zum Schneiden des PCR-Produkts und des Vektors eingesetzt, 
um diese miteinander zu ligieren, als auch zur Kontrolle möglicher positiver Klone. Der PCR-
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Ansatz und der Vektor wurden vor der Restriktion auf ca. 15 μl im Speed Vac (SC 110, 
Savant) konzentriert.  
 
Tabelle 5.11: Restriktionsansatz für gal-1 
Reagenz Volumen 
DNS 15,0 µl 
Puffer TangoTM, (10x, Fermentas) 1,8 µl 
SgsI (10 U/µl, Fermentas) 0,5 µl 
BamHI (10 U/µl, Fermentas) 0,5 µl 
Gesamtvolumen 17,8 µl 
 
Die Restriktion erfolgte bei 37°C für ca. 16 h. Vor der Ligation wurde der Ansatz mit dem 
NucleoSpin® Extract II Kit von Macherey-Nagel aufgereinigt. Wurde die Restriktion zur 
Kontrolle der Klonierung durchgeführt, erfolgte eine Analyse über eine 
Agarosegelelektrophorese. 
Mit der Dephosphorylierung des Vektors soll erreicht werden, dass der durch die Restriktion 
linearisierte Vektor nicht religiert. Der Dephosphorylierungsansatz (Tabelle 5.12) wurde 10 
min bei 37°C inkubiert. Die Inaktivierung der Enzymaktivität erfolgte bei 65°C für 15 min.  
 
Tabelle 5.12: Dephosphorylierungsansatz 
Reagenz Volumen 
Vektor pETDuet-1 8,0 µl 
Alkalische Phosphatase (1 U/µl, Roche) 1,0 µl 
SAP-Puffer (10x, Roche) 1,0 µl 
Gesamtvolumen 10,0 µl 
 
Für die Ligation sollte das Verhältnis zwischen Vektor und Insert laut Ligase-
Herstellerangaben (Fermentas) 1:1 bis 1:3 und die Vektormenge idealerweise über 100 ng 
betragen. Um dieses Verhältnis einzustellen, wurde zunächst die DNS-Konzentration der 
Ansätze fotometrisch bestimmt. Die Ligation (Tabelle 5.13) lief über Nacht (ca. 16 h) bei 
22°C.  
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Tabelle 5.13: Ligationsansatz für gal-1 
Reagenz Volumen 
Dephosphorylierter Vektor (11 µg/ml) 1,5 µl  
T4-Ligase (1 U/µl, Fermentas) 2,0 µl  
T4-Ligase-Puffer (10x, Fermentas) 2,0 µl  
gal-1 (4 µg/ml) 14,5 µl  
Gesamtvolumen 20,0 µl  
 
Als Klonierungsstamm wurde der kompetente Stamm NovaBlue™ von Novagen® verwendet. 
Die Transformation wurde nach Protokoll von Novagen® durchgeführt. Die transformierten 
Zellen wurden zunächst über Nacht bei 37°C angezogen. Am nächsten Tag erfolgte die 
Überimpfung je einer Kolonie in 20 ml LB-Flüssigmedium (5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Trypton, 5 
g/l NaCl) mit 100 µg/ml Ampicillin und die Inkubation bei 37°C und 120 UpM für weitere 16 
h. Aus dieser Anzucht wurden Kryokulturen hergestellt. 
Die Isolation des Plasmids erfolgte mit dem peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I von Peqlab. 
Anschließend erfolgte eine PCR- und Restriktionsanalyse als Kontrolle der Klonierung. Ein 
positiver Klon wurde von der Fa. Sequiserve sequenziert. 
 
Aufgrund einer Mutation musste eine Rückmutation (Punktmutation) mit Hilfe des 
QuikChange® II XL Site-Directed Mutagenesis Kits von Stratagene® erfolgen.  
Die Primer (5´-CCA TCT GGC AGC TTG ACG GTC AGG TTG GCC TG-3´, 5´-CAG GCC AAC CTG 
ACC GTC AAG CTG CCA GAT GG-3´) für eine erneute PCR wurden so gewählt, dass sie die zu 
mutierende Stelle enthalten, die durch komplementäre Sequenzen flankiert wird. Die PCR 
erfolgte laut Herstellerangaben mit je 0,3 µM Vorwärts- und Rückwärtsprimer und 10 ng 
Template-DNS. 
Die Parameter für den Thermocycler (Eppendorf) wurden leicht verändert (Tabelle 5.14). 
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Tabelle 5.14: Programm des Thermocycler zur Rückmutation von ga-l1v98a 
 Schritt Zeit Temperatur 
1 Aktivierung der Polymerase 1 min 95 °C 
2 Denaturierung 50 sec 95 °C 
3 Anlagerung (Annealing) 50 sec 60 °C 
4 Verlängerung 6 min 15 sec 68 °C 
5 30 Zyklen von 2-4   
6 Endverlängerung 7 min 68 °C 
7 Verweilzeit  4 °C 
 
Nach der PCR erfolgten die Verdauung der elterlichen Plasmide und die Transformation in 
XL10-Gold® Zellen nach Protokoll. 
Jeweils 250 µl des Transformationsansatzes wurden auf ampicillinhaltiges LB-Medium (5 g/l 
Hefeextrakt, 10 g/l Trypton, 5 g/l NaCl, 15 g/l Agar-Agar, 100 µg/ml Ampicillin,) ausplattiert 
und für ca. 16 h bei 37°C inkubiert. Entstandene Kolonien wurden in flüssiges LB-Amp-
Medium überführt und für weitere 16 h bei 37°C angezogen. Nach der darauffolgenden 
Plasmidpräparation (peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I von Peqlab) erfolgten eine PCR- und 
eine Restriktionsanalyse, um positive Klone zu identifizieren. Anschließend wurde das 
isolierte Plasmid von der Fa. Sequiserve sequenziert (Anhang). 
 
Zur Expression des Galektins wurde das Plasmid in E. coli BL21(DE3) von Novagen laut 
Protokoll des Herstellers transformiert. 
 
Zur Herstellung der stabileren C2S-Mutante (Hirabayashi und Kasai, 1991) wurde erneut eine 
Punktmutation mit Hilfe des QuikChange® II XL Site-Directed Mutagenesis Kits von 
Stratagene®eingefügt. Je 0,3 µM Vorwärts- und Rückwärtsprimer (5´-CGC GCA TGG CTT CTG 
GTC TGG TCG CCA GCA A-3´, 5´-TTG CTG GCG ACC AGA CCA GAA GCC ATG C-3´) und 10 ng 
Template-DNS wurden in eine PCR eingesetzt, die ansonsten laut Herstellerangaben 
durchgeführt wurde. Das Programm des Thermocyclers ist in Tabelle 5.14 beschrieben. 
Verdau des elterlichen Plasmids und Transformation erfolgte nach Protokoll, Anzucht, 
Plasmidpräparation und Kontrolle wie oben beschrieben. Im Anhang befindet sich die 
Sequenz (Sequiserve, Vaterstetten).  
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5.4.2 Klonierung des humanen Galektin-3 
Die Amplifikation des humanen Galektin-3 aus humaner, mesangialer cDNS erfolgte analog 
zu der des Galektin-1 mit Hilfe des KOD Hot Start Polymerase Kits von Novagen und den 
Primern 5´-ATG GCA GAC AAT TTT TCG CTC CAT GAT GCG-3´ und 5´-TTA TAT CAT GGT ATA 
TGA AGC ACT GGT GAG GTC-3´. Das Pipettierschema des ersten PCR-Ansatzes und deren 
Ablauf entspricht der oben und in Tabelle 5.10 beschriebenen. Eine weitere PCR erfolgte für 
das Einfügen der Restriktionsschnittstellen mit den Primern 5´-GGC GCG CCT TAT ATC ATG 
GTA TAT GAA GC-3´ und 5´-CCG GAA TTC CGG GAT GGC AGA CAA TTT T-3´. Dabei wurde der 
Anlagerungsschritt bei 50°C durchgeführt. Die PCR wurde mittels Agarosegelelektrophorese 
überprüft und der PCR-Ansatz anschließend durch das NucleoSpin® Extract II Kit von 
Macherey-Nagel aufgereinigt.  
Die Restriktion des gal-3 erfolgte durch die Enzyme SgsI (10 U/µl, entspricht dem 
Restriktionsenzym AscI) von Fermentas und EcoRI (10 U/µl) von Roche (Tabelle 5.11). Die 
Restriktion erfolgte bei 37°C für ca. 16 h. Nach der Aufreinigung (NucleoSpin® Extract II Kit 
von Macherey-Nagel) wurde das gal-3 in den geschnittenen, dephosphorylierten Vektor 
pETDuet-1 (Novagen) ligiert. Die Ligation (Tabelle 5.13)  verlief über Nacht (ca. 16 h) bei 
22°C.  
Die Transformation des Plasmids erfolgte zur Kontrolle der Klonierung zunächst in E. coli 
NovaBlue von Novagen laut Herstellerangaben. Nach Anzucht einer ausgewählten Kolonie in 
Flüssigmedium und anschließender Plasmidpräparation (peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I 
von Peqlab) dienten eine PCR und eine Restriktion als Kontrolle einer erfolgreichen 
Klonierung. Die Sequenz eines positiven Klons wurde von der Fa. Sequiserve ermittelt.  
Aufgrund einer Punktmutation erfolgte eine Rückmutation mit Hilfe des QuikChange® II XL 
Site-Directed Mutagenesis Kits von Stratagene®. Je 0,3 µM Vorwärts- und Rückwärtsprimer 
(5´-GAG TGG TGC CTC GCA TGC TGA TAA CAA TTC TG-3´, 5´-CAG AAT TGT TAT CAG CAT GCG 
AGG CAC CAC TC-3´) und 2 µl Template-DNS wurden in eine PCR eingesetzt, die ansonsten 
durchgeführt wurde laut Herstellerangaben. Das Programm des Thermocyclers ist in Tabelle 
5.14 beschrieben. Verdau des elterlichen Plasmids und Transformation erfolgte nach 
Protokoll; Anzucht, Plasmidpräparation und Kontrolle wie bei gal-1 beschrieben. Im Anhang 
befindet sich die Sequenz (Sequiserve, Vaterstetten). Das Plasmid wurde zur Expression in 
E. coli BL21(DE3) transformiert. 
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5.4.3 Klonierung des humanen Galektin-8 und seiner CRD 
5.4.3.1 Klonierung des humanen Galektin-8 
Die Klonierung der kompletten Sequenz des humanen Galektin-8 erfolgte aus humaner, 
mesangialer cDNS (Dr. F. Eitner und Dr. G. Dagtekin, Universitätsklinikum Aachen, 
Medizinische Klinik II). Die PCR wurde optimiert zu den folgenden Bedingungen (Tabelle 
5.15).  
 
Tabelle 5.15: PCR-Ansatz zur Amplifikation des gal-8 
Komponente Volumen [µL] Konzentration  
PCR- Puffer 10x (Novagen) 5,0 1x 
dNTP- Mix (2 mM, Novagen) 5,0 0,2 mM 
MgSO4 (25 mM; Novagen) 2,0 1,0 mM 
Vorwärtsprimer (10 µM) 1,5 0,3 µM 
Rückwärtsprimer (10 µM) 1,5 0,3 µM 
Template DNA 2,0 - 
Taq Polymerase  (xxx U/µL, Promega) 0,5 0,3 U/µL 
Wasser 32,5 - 
Endvolumen 50,0 - 
 
Als Primer dienten 5´-ATG TTG TCC TTA AAC AAC CTA CAG AAT ATC-3´ und 5´-CCT CTA CCA 
GCT CCT TAC TTC CAG TAA GTG GAT GTC-3´. 
Tabelle 5.16: Programm des Thermocyclers 
 Schritt Zeit Temperatur 
1 Aktivierung Polymerase 2 min 95°C 
2 Denaturierung 20 sec 95°C 
3 Anlagerung (Annealing) 10 sec 63°C 
4 Elongation  15 sec 70°C 
5 30 x Schritt 2 - 4   
6 Elongation (Ende) 10 min 72°C 
7 Verweilzeit - 4°C 
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Nach Kontrolle über Agarosegelelektrophorese erfolgte die Einführung der Schnittstellen 
durch den gleichen Ansatz wie in Tabelle 5.15 mit 1 μl Template DNS, mit den Primern 5´-
GGC GCG CCC GAT GTT GTC CTT AAA CAA CC-3´und 5´-ATA GTT TAG CGG CCG CAT TCT TAC 
TAC CAG CTC CTT ACT TCC-3´ und einer Anlagerungstemperatur von 54°C. Nach der 
Aufreinigung über das NucleoSpin Kit II von Macherey & Nagel wurden Insert und Vektor 
geschnitten (Tabelle 5.17). 
 
Tabelle 5.17: Restriktionsansatz 
Reagenz Volumen 
DNS 17 µl 
Puffer TangoTM (10x, Fermentas) 2 µl 
SgsI (10 U/µl, Fermentas) 1 µl 
Gesamtvolumen 20 µl 
 
Nach einer Inkubation für 1 Stunde bei 37°C erfolgte die Zugabe des zweiten 
Restriktionsenzyms: 
 
Tabelle 5.18: Restriktionsansatz 
Reagenz Volumen 
DNS 20 µl 
Puffer TangoTM (10x, Fermentas) 3 µl 
NotI (10 U/µl, Fermentas) 2 µl 
Gesamtvolumen 25 µl 
 
Die Inkubation erfolgte für 3 Stunden bei 37°C. Anschließend wurde der Restriktionsansatz 
mit NucleoSpin Kit II (Macherey-Nagel) aufgereinigt. Die Dephosphorylierung des Vektors 
erfolgte wie in Kapitel 4.4.1 beschrieben. Die Ligation erfolgte über Nacht bei 22°C.  
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Tabelle 5.19: Ligationsansatz für gal-8 
Reagenz Volumen 
Dephosphorylierter Vektor  7 µl  
T4-Ligase (1 U/µl, Fermentas) 2,0 µl  
T4-Ligase-Puffer (10x, Fermentas) 2,0 µl  
gal-8 9 µl  
Gesamtvolumen 20,0 µl  
 
Die Transformation in E. coli NovaBlue erfolgte nach Herstellerangaben. Nach der 
Plasmidisolation mit peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I von Peqlab wurden PCR- und 
Restriktionsanalyse durchgeführt und die Sequenz eines positiven Klons von der Fa. 
Sequiserve bestätigt (Anhang). Anschließend erfolgte die Transformation in E. coli BL21 
(DE3) zur Expression.  
 
5.4.3.2 Klonierung der einzelnen CRD des humanen Galektin-8 
Zur besseren Charakterisierung wurden die N- und C-terminale CDR des Gal-8 (Gal-8N und 
Gal-8C) einzeln kloniert und zur Untersuchung des Einflusses des His6-Tags auch in zwei 
verschiedene Vektoren: für einen N-terminalen His-Tag in pETDuet-1 und für einen C-
terminalen His-Tag in pET22b(+).  
Die Klonierung der einzelnen CRD erfolgte ausgehend vom Plasmid pETDuetGal-8. Der 
Ansatz der PCR erfolgte nach Herstellerangaben. Eine Auflistung der Primer, deren 
Sequenzen und die zugehörige Anlagerungstemperatur befinden sich in Tabelle 5.20. 
 
Tabelle 5.20: Primer und Anlagerungstemperatur zur Klonierung der verschiedenen CRD-Konstrukte des 
Gal-8 
Konstrukt Ausgangs-DNS Primer Anlagerungs- 
temperatur 
His6Gal-8N pETDuetHisGal-8 5´-GGC GCG CCC GAT GTT GTC CTT AAA CAA 
CC-3´ 
5´-GGT ACT TTG TAA GTC CGA GCT GAA GCT 
AAA ACC-3` 
64°C 
 Produkt 1. PCR 5´-GGC GCG CCC GAT GTT GTC CTT AAA CAA 56°C 
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CC-3´ 
5´-ATA AGA ATG CGG CCG CTA AAC TAT GGT 
ACT TTG TAA GTC CGA G-3` 
Gal-8NHis6 pETDuetHisGal-8 5´-ATG TTG TCC TTA AAC AAC CTA CAG AAT 
ATC-3` 
5´-CCT CTA CCA GCT CCT TAC TTC CAG TAA 
GTG GAT GTC-3´ 
55°C 
 Produkt 1. PCR 5´-ATA AGA ATG CGG CCG CTA AAC TGG TAC 
TTT GTA AGT CCG AG-3´ 
5´-GGA ATT CCA TAT GGA ATT CCC GAT GTT 
GTC CTT AAA CAA-3´ 
49°C 
His6Gal-8C pETDuetHisGal-8 5´-ATA GTT TAG CGG CCG CAT TCT TAC TAC 
CAG CTC CTT ACT TCC-3´ 
5´-CAG CTT AGC CTG CCA TTC GCT G-3´ 
57°C 
 Produkt 1. PCR 5´-ATA GTT TAG CGG CCG CAT TCT TAC TAC 
CAG CTC CTT ACT TCC-3´ 
5´-TTG GCG CGC CAA CAG CTT AGC CTG CCA 
TTC GCT-3´ 
66°C 
Gal-8CHis6 pETDuetHisGal-8 5´-ATG TTG TCC TTA AAC AAC CTA CAG AAT 
ATC-3` 
5´-CCT CTA CCA GCT CCT TAC TTC CAG TAA 
GTG GAT GTC-3´ 
55°C 
 Produkt 1. PCR 5´-GGA ATT CCA TAT GGA ATA TGC AGC TTA 
GCC TGC CAT TCG CTG-3´ 
5´-ATA GTT TAG CGG CCG CAT TCC AGC TCC 
TTA CTT CC-3´  
53°C 
 
Die PCR wurde mittels Agarosegelelektrophorese überprüft. Die Färbung des Gels erfolgte 
durch eine 30minütige Inkubation des Gels nach der Elektrophorese in GelRed-Lösung (1x, 
Biotium, Hayward, CA, USA). Anschließend wurde das PCR-Produkt mittels NucleoSpin® 
Extract II Kit von Macherey-Nagel aufgereinigt.  
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Die CRD-Varianten mit gewünschtem C-terminalem His-Tag und der Vektor  pET22b(+) 
wurden mit den Enzymen NdeI und NotI, die Varianten mit His6-Tag am N-Terminus und der 
Vektor pETDuet-1 mit den Enzymen AscI und NotI für drei Stunden bei 37°C geschnitten 
(Tabelle 5.21).  
 
Tabelle 5.21: Restriktionsansatz mit NotI und NdeI 
Komponente Volumen [µl] 
Vektor / PCR-Produkt 12,5 
Puffer O (Fermentas, 10x) 1,5 
NdeI (Fermentas,  500 U) 0,5 
NotI (Fermentas, 300 U) 0,5 
gesamt 15 
 
Die Restriktion mit den Enzymen AscI und NotI erfolgte in zwei Schritten nach folgendem 
Pipettierschema: 
 
Tabelle 5.22: Restriktionsansatz mit NotI und AscI 
Komponente Volumen [µl] 
Vektor / PCR-Produkt 15 
Puffer Tango (Fermentas, 10x) 1,72  
Nach 1,5 Std.:  
+ 2,15  
AscI (Fermentas,  500 U) 0,5 
NotI (Fermentas, 300 U) Nach 1,5 Std.: 0,5 
gesamt 15 
 
Nach der Restriktion wurde der Ansatz aufgereinigt (NucleoSpin® Extract II Kit von 
Macherey-Nagel). Anschließend erfolgte die Dephosphorylierung der Vektoren pETDuet-1 
und pET22b(+) (Tabelle 5.23). Nach Inkubation von 10 Minuten wurde das Enzym durch 
Erhitzen auf 75°C für 10 Minuten inaktiviert.  
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Tabelle 5.23: Dephosphorylierung der Vektoren 
Komponente Volumen [µl] 
geschnittener Vektor 8 
FastAP (Fermentas, 300 U) 1 
FastAP-Puffer (Fermentas,10x) 1 
gesamt 10 
 
Nach der Dephosphorylierung wurde das Insert in den jeweiligen Vektor ligiert für 2 Stunden 
bei 22°C. 
 
Tabelle 5.24: Ligationsansatz 
Komponente Volumen [µl] 
geschnittenes PCR-Produkt 3 
geschnittener, dephosphorylierter Vektor 1 
T4 – Ligase (Fermentas, 1U/ml) 1 
T4-Ligase – Puffer (Fermentas, 10x) 1 
H2O 4 
gesamt 10 
   
Nach erfolgreicher Ligation wurden die Vektoren anschließend in E. coli  NovaBlue Singles™  
(NovaBlue Singles™ Competent Cells, Novagen) transformiert. Aus einer Übernachtkultur 
wurde das Plasmid isoliert (peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I von Peqlab) und mittels PCR und 
Restriktionsanalyse kontrolliert. Eine Sequenzanalyse erfolgte durch die Fa. Sequiserve. 
Zur Expression der verschiedenen Varianten der CRDs wurden zum einen E. coli BL21 DE3, 
sowie Rosetta™ DE3 pLysS (Rosetta™ DE3 pLysS  Competent Cells, Novagen) eingesetzt.  
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5.5 Expression und Aufreinigung der rekombinanten 
Proteine 
Die Expression und Aufreinigung der β4GalT, β3GlcANcT und UDP-Glc 4´-Epimerase wurden 
bereits beschrieben (Bernatchez et al., 2005; Logan et al., 2005; Sauerzapfe, 2008; 
Sauerzapfe et al., 2009; Rech et al., 2011). In dieser Arbeit wurden sie zum Teil angepasst 
und optimiert. Die Expression bzw. Aufreinigung der rekombinanten humanen Galektine mit 
His6-Tag erfolgten wie für die β4GalT (Kapitel 5.5.2) beschrieben im Schüttelkolben bzw. 
über Metallionenaffinitätschromatographie.  
 
5.5.1 Expression und Aufreinigung der humanen Galektine 
Die Expression der rekombinanten, humanen Galektine erfolgte im Schüttelkolben in E. coli 
BL21(DE3). Zunächst wurden 20 ml Vorkultur in LB-Amp-Medium (10 g/ml Trypton, 5 g/ml 
Hefeextrakt, 5 g/ml NaCl, 100 μg/ml Ampicillin) in 100 ml-EMK 18 h bei 130 UpM und 37°C 
angezogen. Anschließend wurde 1 l Hauptkultur (TB-Amp-Medium: Tabelle 5.25) in 5 l-EMK 
mit 10 ml Vorkultur angeimpft. Die Vermehrung der Zellmasse erfolgte bis zu einer OD600nm 
von 0,6-0,8 bei 37°C und 75 UpM. Danach erfolgte die Induktion der Expression mit 0,1 mM 
IPTG (Gal-1) bzw. 0,5 mM IPTG (Gal-3). Die Zellmasse wurde nach 24 h Inkubation bei 25°C 
und 75 UpM durch Zentrifugation (30 min, 5000 UpM) geerntet und bei -20°C gelagert. 
 
Tabelle 5.25: Zusammensetzung des TB-Mediums mit dem getrennt sterilisierten Phosphatpuffer  
TB-Medium- Komponente Konzentrationen (nach Vereinigung)  
Trypton  12 g/l  
Hefeextrakt  24 g/l  
Glycerin  4 ml/l  
Wasser  900 ml 
K2HPO4  12,54 g  
KH2PO4  2,31 g  
Wasser  100 ml  
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Da die Zell- und Proteinausbeute ausreichend für die geplanten Versuche war, wurde eine 
Optimierung nur bei Gal-8 durchgeführt, um den Einfluss verschiedener IPTG-
Konzentrationen zu testen.  
 
Für den Zellaufschluss wurde eine Suspension aus 6 g Zellen der Hauptkultur 
(Feuchtgewicht), 10 ml Äquilibrierungspuffer (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 10 mM 
Imidazol, pH 8,0) und 5 µl Benzonase® Nuklease (Novagen®) hergestellt. Danach erfolgte der 
Aufschluss mittels Ultraschall (Bandolin electronic Sonoplus HD 3200, Sonotrode MS 72, 52% 
Amplitude) für zweimal 30 sec mit 60 sec Pause. Die Zelltrümmer wurden durch 20minütiges 
Zentrifugieren bei 15000 UpM und 4°C entfernt (Sorvall-Zentrifuge RC-5B, SS34-Rotor). 
Gegebenenfalls wurde der noch Zelltrümmer enthaltene Überstand durch eine 0,45 µm 
Membran filtriert. Der klare Überstand (Rohextrakt) wurde anschließend mittels 
immobilisierter Metallionen-Affinitätschromatografie über Ni2+-NTA-Säule (Ni2+-NTA-Agarose 
von Qiagen in XK16-Säule, ∅ = 1,6 cm, h = ca. 10 cm) aufgereinigt. Gearbeitet wurde an der 
ÄKTAPrime-Anlage (GE Healthcare), die Pumpe, Fraktionssammler und UV-Detektor 
(Wellenlänge 280 nm) integriert hat. Die Aufzeichnung erfolgte mit Hilfe des PrimeView 
Programms. Die Chromatografie verlief wie folgt: 
• Äquilibrieren der Säule mit Äquilibrierungspuffer (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 10 
mM Imidazol, pH 8,0), Flussrate 3 ml/min, 3-5 Säulenvolumina 
• Auftragen des Rohextraktes mit einer P1-Pumpe (GE Healthcare), Flussrate 1,5 
ml/min 
• Waschen mit Waschpuffer (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0) 
bis Basislinie erreicht wurde, Flussrate 3 ml/min 
• Stufenelution mit Elutionspuffer (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, 
pH 8,0), Flussrate 3 ml/min, Sammeln von 2 ml-Fraktionen  
Die Fraktionen wurden mit einem Bradfordschnelltest auf Proteingehalt geprüft, 
entsprechende Fraktionen zusammengeführt und anschließend mittels Ultrafiltration 
(Ausschlussvolumen: 10 kDa, Vivaspin 20 ml Zentrifugalkonzentratoren von VivaScience®)  in 
PBS-Puffer (50 mM Na2HPO4, 150 mM NaCl, pH 7,5) umgepuffert. 
Der Elutionspuffer und der PBS-Puffer bei den Gal-1 Varianten enthielt zur Stabilisierung des 
Proteins 15% Glycerin. Weitere Additive wurden auch bei Gal-8 untersucht.  
Die Kontrolle der Aufreinigung erfolgte mittels SDS-PAGE und Western Blot. 
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5.5.2 Expression und Aufreinigung der β4GalT (His6Propeptid-
katβ4GalT-1) 
Die Expression der β4GalT erfolgte wie beschrieben in E. coli BL21(DE3). Da in E. coli 
BL21(DE3) jedoch im Cytoplasma reduzierende Bedingungen herrschen, wurde auch E. coli 
Origami II, der eine Defizienz der Thioredoxin- und Glutathionoxidoreduktase besitzt und so 
eine Ausbildung der für die Aktivität essenzielle Disulfidbrücken unterstützt, für die 
Expression benutzt. Dafür wurden E. coli Origami II – Zellen nach einem Protokoll von 
Novagen® mit dem Plasmid pTS05 transformiert. 
 
Die Expression im Schüttelkolben erfolgte bei beiden Stämmen, indem zunächst 20 ml 
Vorkultur in LB-Amp-Medium (10 g/ml Trypton, 5 g/ml Hefeextrakt, 5 g/ml NaCl, 100 μg/ml 
Ampicillin) in 100 ml EMK 18 h bei 130 UpM und 37°C angezogen wurden. Anschließend 
wurde 1 l Hauptkultur (TB-Amp-Medium: Tabelle 5.25) in 5-l-EMK mit 10 ml Vorkultur 
angeimpft und die Expression mit 0,1 mM IPTG induziert. Die Zellmasse wurde nach 24 h 
Inkubation bei 25°C und 75 UpM durch Zentrifugation (30 min, 5000 UpM) geerntet. Die 
Selektion von E. coli Origami II erfolgte in allen Medien zusätzlich zu Ampicillin auch mit 12,5 
μg/ml Tetrazyklin. 
 
Zur Erhöhung der Zellmasse wurde die Fermentation von β4GalT exprimierende E. coli 
BL21(DE3) etabliert. Als Vorkultur diente 40 ml LB-Medium in 500 ml EMK, die mit 400 μl 
Kryokultur angeimpft wurde und 18 h bei 37°C und 130 UpM inkubierte. 1,35 l TB-
Hauptkultur wurde mit 40 ml Vorkultur angeimpft und bei 37°C, 1100 UpM und maximaler 
Begasungsrate inkubiert. Das Wachstum der Zellen wurde anhand des 
Sauerstoffpartialdrucks überwacht. Die exponentielle Wachstumsrate wurde definiert durch 
den Abfall des Sauerstoffpartialdrucks von 100% bis 2,5% in den ersten 3,5 h, die stationäre 
Phase durch den Anstieg nach ca. 6 h. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte eine Absenkung der 
Temperatur auf 25°C, Beginn der Fütterung mit 50% Glycerinlösung mit 0,3 ml/min und nach 
1 h die Induktion mit 0,5 mM IPTG. Die Begasungsrate betrug 1 VVM und eine eingeschaltete 
Rührerkaskade zwischen 300 und 900 UpM sollte den Sauerstoffpartialdruck auf 40% halten. 
Ein übermäßiges Schäumen wurde durch eine Antischaumelektrode, die Antifoam bei 
Aktivierung einspritzt, verhindert. Die Fermentation wurde nach 16 h Expression (24 h 
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Fermentation) abgebrochen, die Zellen durch Zentrifugation (30 min, 7000 UpM, 4°C) 
geerntet und bei -20°C gelagert.  
Im Schüttelkolben wurden 13-18 g Zellfeuchtmasse pro l Medium von BL21(DE3) und 8-20 
g/l von Origami 2 produziert. Fermentativ konnten dagegen 50-70 g/l von BL21(DE3) 
hergestellt werden. Die SDS-PAGE ist identisch mit der von BL21(DE3). 
 
Zellaufschluss und Aufreinigung der β4GalT erfolgte analog zu der in Kapitel 5.5.1 
beschrieben. Als Puffer wurden folgende Zusammensetzungen gewählt: 
Äquilibrierungspuffer (50 mM HEPES-NaOH, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0), 
Waschpuffer (50 mM HEPES-NaOH, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0) und 
Elutionspuffer (50 mM HEPES-NaOH, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8,0). Der erste 
Durchfluss wurde aufgefangen und anschließend erneut aufgetragen, um die Ausbeute zu 
erhöhen. Die zusammengeführten Fraktionen wurden bei 4°C gelagert. Die Aufreinigung 
wurde mittels SDS-PAGE und Western Blot kontrolliert. Hierbei wurden mehrere Banden 
sichtbar (75 kDa, 60 kDa, 45 kDa), die folgendermaßen erklärt werden: 45 und 60 kDa- 
Banden entstehen durch die Proteolyse während der IMAC (Humphreys et al., 1999; 
Namdjou, 2006). Die Zielbande von 75 kDa entspricht nicht dem errechneten 
Molekulargewicht von 59 kDa. Die Änderung des Laufverhaltens wird durch das hydrophile 
Propeptid erklärt, das die Wanderung im elektrischen Feld behindert (Liebl und Gotz, 1986). 
 
5.5.3 Expression und Aufreinigung der β3GlcNAcT 
Das Plasmid HP39 wurde von Prof. Dr. Warren W. Wakarchuk (Ryerson University, Toronto, 
Canada) freundlicherweise zur Verfügung gestellt (Logan et al., 2005). Die Expression der 
β3GlcNAcT erfolgte in E. coli BL21(DE3) im Schüttelkolben analog zu Kapitel 5.5.1.  
Da dieses Enzym in großen Mengen benötig wird, sollte ebenso die Produktion von 
Zellmasse im Fermenter etabliert werden. Da in ersten Versuchen mit gleichem oder 
ähnlichem Fermentationsprotokollen wie für die Anzucht von E. coli β4GalT kein lösliches 
Protein sondern nur Einschlusskörperchen (inclusion bodies) gebildet wurden, erfolgte die 
Fermentation mit mehreren in der Literatur gefundenen Lösungsmöglichkeiten zur 
Verringerung von Einschlusskörperchen. Die Zellen wurden einem Hitzeschock und 
osmotischem Stress ausgesetzt und die Expressionstemperatur auf 16°C abgesenkt (Schein, 
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1989; Blackwell und Horgan, 1991; Hoffmann und Rinas, 2000; Oganesyan et al., 2007). Um 
die Zellmasse zu erhöhen, wurde Mg2+ dem Medium und Hefeextrakt dem 
Fütterungsmedium zugesetzt (Lusk et al., 1968; Dallüge, 2008).  
Zunächst wurde 40 ml LB-Vorkultur in 500 ml EMK mit 400 ml Kryokultur bei 37°C und 200 
UpM über Nacht inkubiert. 1,325 l Hauptkultur (Tabelle 5.26) wurde mit 40 ml Vorkultur 
inokuliert und bei maximaler Begasungsrate 1100 UpM  bei 37°C inkubiert bis der 
Sauerstoffpartialdruck von 100% auf 2,5% abfiel. Zum Zeitpunkt eines erneuten Anstiegs des 
Sauerstoffpartialdrucks nach ca. 6 h erfolgte der Hitzeschock von 42°C und 45 min. 
Anschließend wurde die Temperatur auf 16°C gesenkt, und ein osmotischer Stress durch die 
Zugabe von 1 M Sorbitol und 2,5 mM Betain in 170 ml (Flussrate 12 ml/min) ausgelöst. 
Danach wurde mit der Fütterung mit 25% (v/v) Glycerin und 33% (w/v) Hefeextrakt (200 ml) 
bei einer Flussrate von 0,1 ml/min begonnen und die Expression mit 0,5 mM IPTG gestartet. 
Die Expression erfolgte bei 16°C, 900 UpM und 1 VVM Begasungsrate über Nacht bei 
automatisierter Schaumkontrolle. Die Zellen wurden nach 24 h Gesamtfermentationszeit 
durch Zentrifugieren geerntet (30 min, 7000 UpM, 4°C) und anschließend bei -20°C gelagert.  
 
Tabelle 5.26: Mediums zur fermentativen Expression von β3GlcNAcT  
Komponente Konzentrationen in 1,5 l  
Trypton  12 g/l  
Hefeextrakt  24 g/l  
Glycerin  4 ml/l  
K2HPO4  12,54 g/l  
KH2PO4  2,31 g/l  
MgCl2 
MgSO4  
5 mM 
5 mM  
 
Die Ausbeute im Schüttelkolben betrug ca. 14 g Zellmasse (Feuchtgewicht) pro Liter 
Medium, fermentativ 90 g/l. 
 
Der Zellaufschluss einer 40%igen Suspension erfolgte wie in Kapitel 4.5.1 beschrieben. Nach 
dem Zentrifugieren (30 min, 15000 UpM) wurde der Überstand filtriert (0,45 μm). Das Filtrat 
wurde über eine Amylose-Resin-Säule (25 ml, GE Healthcare, Anlage und Säulendimension 
Material und Methoden   167 
siehe Kapitel 4.5.1) bei 4°C aufgereinigt. Die zuvor mit den dreifachen Säulenvolumen 
äquilibrierte Säule (Flussrate 2 ml/min) wurde mit ca. 15 ml Rohextrakt beladen (Flussrate 1 
ml/min). Nach dem Waschen mit Äquilibrierungspuffer (20 mM MOPS, 200 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, 5 mM β-Mercaptoethanol, pH=6,5) erfolgte die Elution mit 20 mM MOPS, 200 mM 
NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM β-Mercaptoethanol, 20 mM Maltose, pH=6,5. Die Fraktionen, die 
durch einen Bradfordschnelltest deutlich Protein enthielten, wurden vereinigt und bei 4°C 
gelagert. Die Kontrolle der Aufreinigung erfolgte mittels SDS-PAGE und Western Blot.  
 
5.5.4 Expression und Aufreinigung der UDP-Glc 4´-Epimerase 
Der Vektor pCPG13 mit dem galE-Gen zur Expression der UDP-Glc 4´-Epimerase aus 
Campylobacter jejuni wurde von Prof. Dr. Warren W. Wakarchuk (Ryerson University, 
Toronto, Canada) zur Verfügung gestellt (Bernatchez et al., 2005). Zur besseren Expression 
wurde von W. Wakarchuk ein Fusionsprotein mit einem N-terminalen Maltosebindeprotein 
mit einer theoretischen Gesamtgröße von 77 kDa konstruiert. NAD+ ist als Redoxäquivalent 
fest im aktiven Zentrum gebunden. Als Substrat nimmt die UDP-Glc 4´-Epimerase sowohl 
UDP-Glc als auch UDP-GlcNAc, wobei die höhere Affinität bei UDP-Glc liegt. Das 
Reaktionsgleichgewicht von UDP-Glc zu UDP-Gal liegt bei 70:30.  
 
Die Expression von UDP-Glc 4´-Epimerase erfolgte in E. coli BL21(DE3) sowohl im 
Schüttelkolben (Kapitel 5.5.1) als auch fermentativ. Die neu etablierte Fermentation der 
Epimerase wurde wie in Kapitel 5.5.2 beschrieben durchgeführt. Fermentativ konnten 70 g 
Zellfeuchtmasse pro Liter Medium produziert werden. 
 
Die Aufreinigung der Epimerase erfolgte über die Amylose-Resin-Säule wie in Kapitel 5.5.3 
beschrieben. Die Expression und Aufreinigung wurde mittels SDS-PAGE überprüft. Trotz 
Einschlusskörperchen wurde auf eine Optimierung der Expressionsbedingungen verzichtet, 
da im Rohextrakt eine äußerst starke Überexpression detektiert wurde.  
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5.6 Proteinchemische Charakterisierung  
5.6.1 Proteinbestimmung nach Bradford 
Die Proteinbestimmung erfolgte nach Bradford. 5,5 Teile Wasser wurden mit 2 Teilen Roti-
Quant (Roth) gemischt, 100 μl dieser Bradfordlösung mit 25 μl Probe (wenn nötig verdünnt) 
7 min im Dunkel inkubiert und bei 595 nm im Photometer detektiert. Mit Hilfe einer 
Eichgerade von 0-100 μg/ml BSA konnte auf die Proteinkonzentration zurückgeschlossen 
werden. Die Analyse erfolgte grundsätzlich als Dreifachbestimmung. 
 
5.6.2 SDS-PAGE und Western Blot 
Zur Kontrolle der Expression wurden SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese) und Western Blot durchgeführt. Die Gele wurden als 
diskontinuierliche Laemni-Systeme mit Tris-Glycerin-Puffer gegossen. Für die verschiedenen 
rekombinanten Proteine wurden unterschiedliche Trenngele aufgrund des unterschiedlichen 
Molekulargewichtes benutzt (Tabelle 5.27). 
 
Tabelle 5.27 Acrylamidgehalt des Trenngels der SDS-PAGE bei unterschiedlichen Proteinen 
Protein Acrylamidgehalt des Trenngels 
His6Gal-1 C2S 18% 
His6Gal-3  18% 
His6Gal-8  14% 
CRDs des Galektin-8 
β4GalT 
β3GlcNAcT 
UDP-Glc 4´-Epimerase 
14% 
10% 
10% 
10% 
 
Die Gele wurden entsprechend des benötigten Gehalts an Acrylamid gegossen (Tabelle 
5.28).  
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Tabelle 5.28: Pipettierschema der Sammel- und Trenngele 
 Sammelgel (4%) Trenngel  
30% Acrylamid-Lösung 1,7 ml 15 ml (18%),  
8,3 ml (10%) 
Sammelgel-  
bzw. Trenngelpuffer * 
4,2 ml 9,4 ml 
10% SDS-Lösung 125 µl 250 µl 
Aqua dest. 4,9 ml 0 ml (18%),  
2,5 ml (10%) 
TEMED 5 µl 6, 25 µl 
50 mg/ml Ammonium-
peroxodisulfat 
1 ml 625 µl 
* Sammelgelpuffer: 0,37 Tris-HCl, pH 6,8, Trenngelpuffer: 1 M Tris-HCl, pH 8,8 
 
Als Proben dienten meist Aliquots von Pellet, Rohextrakt, Durchfluss, Waschfraktion und 
Eluat. Diese Proben wurden für die SDS-PAGE vorbereitet (Tabelle 5.29) und 10 min bei 70°C 
erhitzt. 
  
Tabelle 5.29: Probenvorbereitung für eine SDS-PAGE 
Reagenz Volumen Endkonzentration 
x µl Probe mit y µl H2O 26,0 µl 40 µg Protein 
LDS-Puffer (4x, Invitrogen™) 10,0 µl 1x 
DTT (0,5 M, AppliChem) 4,0 µl 0,05 M 
Gesamtvolumen 40,0 µl  
 
Als Standard zur Größenbestimmung wurde PageRulerTM Prestained Protein Leiter von 
Fermentas eingesetzt. Die Elektrophorese lief in einer Xcell SureLock™ Mini-Cell Kammer von 
Invitrogen bei 200 V für ca. 60-70 min mit SDS-PAGE-Laufpuffer (25 mM Tris, 129 mM Glycin, 
0,1% SDS). Anschließend wurde das Gel in Wasser gewaschen und 30 min in einer 
Coomassie-Lösung (0,1% Coomassie Blue R-250, 40% Ethanol, 10% konz. Essigsäure) gefärbt. 
Anschließend erfolgte die Entfärbung des Gels in Entfärbelösung (40% Ethanol, 10% konz. 
Essigsäure) für 2-3 h oder für 18 h in 0,5 M NaCl-Lösung. Die Dokumentation und 
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Auswertung erfolgte mittels BioRad VersaDoc MP 4000 Geldokumentationssystems mit der 
Software Quantity One 1-D Analysis. 
Nach der SDS-PAGE erfolgte das Blotten mit dem XCell II™ Blot Modul von Invitrogen™. 
Dabei wurde das Gel zunächst mit Wasser gewaschen und in Transferpuffer (25 mM Tris-HCl, 
pH 8,3, 150 mM Glycin, 10% Methanol) für 5 min äquilibriert. Die PVDF-Membran wurde 
kurz in Methanol (100%) gelegt, mit Wasser gewaschen und ebenfalls in Transferpuffer 
äquilibriert. Die Blottingschwämme wurden mit Transferpuffer gesättigt und die Filter kurz 
im Puffer angefeuchtet. Anschließend erfolgte der Aufbau der Blottingeinheit nach dem 
Protokoll von Invitrogen™. Das Blotten erfolgte für 60 min bei 30 V. Danach wurde die 
Membran sofort für 1 h in Blockinglösung (4% BSA in TBS-Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 7,2, 
150 mM NaCl)) überführt. Nach einer einstündigen Inkubation mit einer Anti-His6-
Peroxidaselösung (0,2% Anti-His6-Peroxidase (Roche) in 1% BSA-TBS-Puffer) wurden 
überschüssige Antikörper durch dreimaliges Waschen mit TBS-Tween (0,1%)-Puffer entfernt. 
Der Nachweis des Zielmoleküls erfolgte durch Zugabe von DAB-Substrat (1:10 mit DAB-
Puffer verdünnt, Roche). Nach einer deutlichen Braunfärbung wurde das Peroxidasesubstrat 
abgenommen und die Reaktion durch Wasser gestoppt. Die Dokumentation und Auswertung 
der Ergebnisse erfolgte mittels BioRad VersaDoc MP 4000 Geldokumentationssystems mit 
der Software Quantity One 1-D Analysis. 
 
5.6.3 Dynamische Lichtstreuung (DLS) 
Die Experimente der dynamischen Lichtstreuung fanden am Institut der Anorganischen 
Chemie, RWTH Aachen in Kooperation mit Katrin Witten, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Simon 
statt. (Witten et al., 2011) 
Je 80 µl der Galektinlösungen wurden in einen Zetasizer S (Malvern Instruments, Malvern, 
UK) nach dreiminütigem Temperieren bei konstant 25°C gemessen. Es wurde eine 
Dreifachbestimmung durchgeführt und anschließend der Mittelwert gebildet. 
 
5.6.4 Gelfiltration 
Zur Abschätzung des Molekulargewichtes wurde die Gelfiltration eingesetzt. Als 
Säulenmaterial diente Superdex™ prep grade 75 von GE Healthcare, welches in eine XK16/70 
Material und Methoden   171 
Säule von GE Healthcare gepackt wurde (Vt= 125 ml, h=62 cm, ∅=1,6 cm). Die Gelfiltration 
fand mit Hilfe der ÄKTAPrime-Anlage (GE Healthcare) statt. Als Laufmittel diente filtrierter 
und entgaster PBS-Puffer (50 mM Na2HPO4, 150 mM NaCl, pH 7,5), die Flussrate betrug 1,4 
ml/min. Die Kalibrierung der Säule erfolgte mit den Eichproteinen Aprotinin (6,5 kDa), 
Ribonuklease A (13,7 kDa), Carboanhydrase (29 kDa), Ovalbumin (43 kDa), Conalbumin (67 
kDa) (1 mg/ml in 2 ml) aus dem Gel Filtration Calibration Kit LMW von GE Healthcare. Zur 
Bestimmung des Hohlraumvolumens wurde Blue Dextran 2000 (2000 kDa) verwendet. Nach 
der Kalibrierung wurden jeweils 2 ml der durch die IMAC aufgereinigten und anschließend 
aufkonzentrierten Proben von den rekombinanten Galektinen und der β4GalT über die 
Gelfiltration getrennt und das Molekulargewicht anhand der Kalibrierungsgleichung 
errechnet. 
 
5.6.5 Enzymaktivitätsbestimmung 
Die Bestimmung der Aktivität erfolgte sowohl kontinuierlich im Photometer, wie sie von 
Birgit Sauerzapfe beschrieben wurden (Sauerzapfe, 2008), als auch diskontinuierlich mittels 
HPLC bzw. CE- Messung.  
 
UDP-Gal + GlcNAc-tBoc
β4GalT
Laktat + NAD+
UTP + PyruvatUDP + PEP
Pyruvat + NADH/H+
LacNAc-tBoc + UDP
PK
LDH
 
Abbildung 5.3: Reaktionsschema des kontinuierlichen Aktivitätstests der His6Propeptid-katβ4GalT-1 
Im kontinuierlichen Aktivitätstest der His6Propeptid-katβ4GalT-1 wird UDP, das bei der Transferasereaktion 
entsteht, mit Phosphoenolpyruvat (PEP) mit Hilfe der Pyruvatkinase (PK) zu UTP und Pyruvat umgesetzt. 
Letzteres wird durch die Laktatdehydrogenase (LDH) zu Laktat reduziert. Die Abnahme des Reduktionsmittels 
NADH/H+ wird fotometrisch bei 340 nm kontinuierlich beobachtet.   
 
Der kontinuierliche Test der β4GalT und β3GlcNAcT beruht auf einer Enzymkaskade, bei der 
das bei der Reaktion der β4GalT und β3GlcNAcT freigesetzte UDP mit Phosphoenolpyruvat 
zu Pyruvat und UTP und das Pyruvat mit NADH/H+ zu Laktat und NAD+ umgesetzt wird. Die 
Abnahme an NADH/H+ wird im Photometer bei 340 nm alle 10 sec untersucht.  
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UDP-Gal
Epimerase
UDP-GlcA + 2 NADH/H+UDP-Glc + 2 NAD+
UDP-Glc
UDP-Glc-DH
 
Abbildung 5.4: Reaktionsschema des kontinuierlichen Aktivitätstests der UDP-Glc 4´-Epimerase 
Im kontinuierlichen Aktivitätstest der UDP-Glc 4´-Epimerase wird das Produkt der Epimerasereaktion, UDP-Glc, 
mit Hilfe der UDP-Glc-Dehydrogenase (UDP-Glc-DH) oxidiert. Die Zunahme des Coenzyms NADH/H+ wird 
kontinuierlich fotometrisch bestimmt.   
 
Beim kontinuierlichen Aktivitätstest der UDP-Glc 4´-Epimerase wird UDP-Gal zu UDP-Glc und 
UDP-Glc mit 2 NAD+ zu UDP-GlcA und 2 NADH/H+ umgesetzt. Letzteres wird wieder 
fotometrisch analysiert.  
Da der kontinuierliche Test aufgrund seiner vielen Komponenten fehleranfälliger ist und oft 
keine konstanten Werte lieferte und des Weiteren nicht unter Synthesebedingungen läuft, 
wurde er nur für eine schnelle Abschätzung der Aktivität nach der Aufreinigung genutzt. Für 
die Angaben insbesondere bei dem Vergleich der Aktivitäten der poly-LacNAc Synthese und 
der Kinetikmessungen der β4GalT und der β3GlcNAcT wurde der diskontinuierliche Test 
durchgeführt.  
 
5.6.5.1 Aktivitätsmessung der β4GalT-1 (His6Propeptid-katβ4GalT-1) 
Für eine schnelle Abschätzung der Aktivität wurde der kontinuierliche Aktivitätstest genutzt, 
wie er von Birgit Sauerzapfe beschrieben wurde (Sauerzapfe, 2008). 
Für eine Aktivitätsbestimmung unter Synthesebedingungen wurde der diskontinuierliche 
Test entwickelt (Abbildung 5.5). Dabei wurde ein kleiner Syntheseansatz (Tabelle 5.30) bei 
30°C inkubiert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten (1, 5, 10, 15, 30 min) eine Probe von 6 
µl entnommen und durch 5 minütiges Erhitzten bei 95°C gestoppt.  
 
UDP-Gal + GlcNAc-tBoc
β4GalT
Uridin + 2 PiUDP
LacNAc-tBoc + UDP
AP
 
Abbildung 5.5: Reaktionsschema des diskontinuierlichen Aktivitätstests der His6Propeptid-katβ4GalT-1 
Im diskontinuierlichen Aktivitätstest wurde die LacNAc-tBoc-Synthesereaktion zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten gestoppt und der Umsatz in der HPLC analysiert. Zur Vermeidung von Produktinhibition wurde 
alkalische Phosphatase (AP) dem Ansatz hinzugefügt, die das UDP in Uridin und Phosphate spaltet. 
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Tabelle 5.30: Pipettierschema des Ansatzes zur Bestimmung der His6Propeptid-katβ4GalT-1-Aktivität über 
einen diskontinuierlichen HPLC-Aktivitätsassay 
Volumen [µl] Komponente Endkonzentration 
10 1 M HEPES-NaOH, pH=7,2 
250 mM KCl 
100 mM 
25 mM 
2,0 100 mM MnCl2 2,0 mM 
6,25 100 mM UDP-Gal 6,25 mM 
50 10 mM GlcNAc-tBoc 5,0 mM 
0,5 AP 1 U 
31,25 His6Propeptid-katβ4GalT-1  
100,0 Gesamtvolumen  
 
Die denaturierten Enzyme wurden durch Zentrifugieren (20 min, 13000 UpM) entfernt. Für 
die HPLC-Messung (Kapitel 5.2.3) wurden die Proben 1:10 verdünnt. Anhand einer 
Eichgerade mit GlcNAc-tBoc konnte von der Peakfläche des Zucker-tBoc-Produktes auf die 
Konzentration des Zuckers in der CE-Probe zurückgeschlossen werden. Anschließend wurde 
der Produktumsatz in µmol gegen die Zeit in min aufgetragen und die Gesamtaktivität 
(U=µmol/min) im linearen Bereich mittels linearer Regression durch Null anhand der 
Steigung abgelesen werden. Über das eingesetzte Volumen und die Proteinmenge konnten 
volumetrische (U/ml) und spezifische Aktivität (U/mg) errechnet werden.  
 
 
  
Abbildung 5.6: Formel zur Errechnung der volumetrischen Aktivität 
c: Konzentration des Zuckers in der CE-Probe, F: Verdünnungsfaktor der Probe, VAnsatz: Gesamtvolumen des 
Aktivitätstestansatzes, t: Zeit, vEnzym: Volumen des Enzyms im Aktivitätstestansatz; 
 
Die Aktivitäten der β4GalT aus E. coli BL21(DE3) betrugen ca. 80-120 mU/ml, bzw. 100-150 
mU/mg und lagen damit deutlich unter denen von Birgit Sauerzapfe in ihrer Dissertation 
beschriebenen von 650 mU/ml und 820 mU/mg, was auf die unterschiedlichen Assays 
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zurückzuführen ist. Eine Veränderung der Aktivität der β4GalT mit β3GlcNAcT im Ansatz mit 
nur einem Donor-/Akzeptorsubstrat konnte nicht festgestellt werden (Sauerzapfe, 2008). 
Die Aktivität der β4GalT aus E. coli Origami II lag deutlich höher bei ca. 1,5 U/ml und 3,5 
U/mg und lag damit im Bereich der publizierten Werte von Mallisard und Berger für eine 
rekombinante, humane β4GalT exprimiert in S. cerevisiae (Malissard et al., 1996) von 4,5 
U/mg. Um die β4GalT aus E. coli Origami II in einer Eintopfsynthese einzusetzen, sind 
allerdings noch weitere Untersuchungen nötig, da sie in einem Versuch der poly-LacNAc 
Synthese es zu einer untypischen Produktverteilung kam. 
 
5.6.5.2 Aktivitätsmessung der β3GlcNAcT 
Die kontinuierliche Aktivitätsbestimmung der β3GlcNAcT erfolgte analog zu der 
Aktivitätsbestimmung der β4GalT (Abbildung 5.3) mittels Enzymkaskade im Fotometer mit 
folgendem Ansatz:   
 
Tabelle 5.31: Pipettierschema für den kontinuierlichen Aktivitätstest der β3GlcNAcT 
Volumen [μl] Komponente Endkonzentration 
25 1 M HEPES-NaOH pH=7,2;  
250 mM KCl; 
10 mM DTT 
100 mM 
25 mM 
1,0 mM 
2,5 200 mM K2HPO4 2,0 mM 
2,5 400 mM MgCl2 4,0 mM 
2,5 100 mM PEP 1,0 mM 
25 2,5 mM NADH/H+ 0,25 mM 
102,5 4,0 mM LacNAc-tBoc 1,64 mM 
25 20 mM UDP-GlcNAc 2,0 mM 
5 1 U/μl PK 5 U 
5 1 U/ μl LDH 5 U 
5 100 mM MnCl2 2,0 mM 
50 Enzymlösung  
250 Gesamtvolumen  
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Die Absorption wurde bei 340 nm über 15 min bei 30°C gemessen und die Aktivität wie in 
(Sauerzapfe, 2008) beschrieben bestimmt. 
 
Für den Vergleich verschiedener Aktivitätsverhältnisse in der poly-LacNAc Synthese wurde 
die Aktivität diskontinuierlich bestimmt. Proben eines Syntheseansatzes (Tabelle 5.32) 
wurden nach 1, 2, 5, 7, 15 und 30 min durch Erhitzen (95°C, 5 min) abgestoppt, zentrifugiert 
(20 min, 13.000 UpM) und der Überstand 1:10 mit Wasser für die HPLC Messung verdünnt. 
Aus dem linearen Anfangsbereich der resultierenden Zeit-Umsatzkurve wurde die Aktivität 
wie oben beschrieben bestimmt. 
 
Tabelle 5.32: Pipettierschema zur Bestimmung der Aktivität der β3GlcNAcT über einen diskontinuierlichen 
HPLC-Aktivitätsassay 
Volumen [µl] Komponente Endkonzentration 
2,5 1 M HEPES-NaOH, pH=7,2 
250 mM KCl 
10 mM DTT 
25 mM 
6,25 mM 
0,25 mM 
2,0 100 mM MgCl2 2,0 mM 
3,75 150 mM UDP-GlcNAc 5,625 mM 
75 5 mM LacNAc Synthese 3,75 mM 
0,25 AP 0,5 U 
16,5 β3GlcNAcT  
100,0 Gesamtvolumen  
 
Die erreichten Aktivitäten der β3GlcNAcT liegen bei ca. 0,3-0,7 U/ml bzw. 0,5-0,8 U/mg und 
liegen dabei deutlich über denen von Birgit Sauerzapfe (0,12 U/ml, 0,03 U/mg) (Sauerzapfe, 
2008). 
 
5.6.5.3  Aktivitätsmessung der UDP-Glc 4´-Epimerase 
Der kontinuierliche Aktivitätstest der Epimerase erfolgte wie beschrieben (Sauerzapfe, 
2008). Dabei musste die aufgereinigte Epimerase mindestens 1:500 für den Testansatz 
(Tabelle 5.33) verdünnt werden. 
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Tabelle 5.33: Pipettierschema des Ansatzes zur Bestimmung der UDP-Glc 4‘-Epimerase über einen 
kontinuierlichen, fotometrischen Aktivitätsassay 
Volumen [µl] Komponente Endkonzentration 
25 0,5 M Tris-HCl, pH=8,7 50 mM 
25 5 mM UDP-Gal 0,5 mM 
25 5 mM NAD 0,5 mM 
25 2 U/ml UDP-Glc-DH 50 mU 
125 H2O  
25 UDP-Glc 4´-Epimerase  
250 Gesamtvolumen  
 
Die Absorption wurde bei 340 nm über 15 min bei 30°C gemessen und die Aktivität wie 
beschrieben berechnet. 
 
Für die diskontinuierliche Aktivitätsbestimmung wurde dem Syntheseansatz (Tabelle 5.34) 
40 µl Probe nach 0, 2, 5, 7, 15 und 30 min entnommen, die Probe abgestoppt (95°C, 5 min), 
zentrifugiert (13.000 UpM, 20 min) und der Überstand unverdünnt zur Messung auf die CE 
gegeben. Aus der Zeit-Umsatzkurve wurde die Aktivität wie oben beschrieben errechnet.  
 
Tabelle 5.34: Pipettierschema des Ansatzes zur Bestimmung der UDP-Glc 4‘-Epimerase-Aktiviät über einen 
diskontinuierlichen Aktivitätsassay unter Verwendung der CE 
Volumen [µl] Komponente Endkonzentration 
25 0,5 M Tris-HCl, pH=7,2 50 mM 
50 5 mM UDP-Gal 1,0 mM 
150 H2O  
25 UDP-Glc 4‘-Epimerase 1:100, 1:200 verdünnt 
250 Gesamtvolumen  
 
Es wurden volumetrische Aktivitäten von 30 U/ml und spezifische Aktivitäten von 25 U/mg 
erreicht, was im Bereich der publizierten Werte (vmax = 57 U/mg (Bernatchez et al., 2005), 60 
U/ml und 10 U/mg (Sauerzapfe, 2008)) liegt. 
 
Material und Methoden   177 
5.6.6 Kinetikmessungen 
Für die Untersuchung des Einflusses der Akzeptorlänge auf die Aktivität der Enzyme, wurden 
Akzeptorkinetiken für die β4GalT und die β3GlcANcT aufgenommen. Die Messung erfolgte 
mittels HPLC (diskontinuierlicher Aktivitätstest). Auf eine Bestimmung der Donorkinetik 
wurde aufgrund vorheriger Ergebnisse (Sauerzapfe et al., 2009) verzichtet. 
 
5.6.6.1  Kinetik der β4GalT-1 (His6Propeptid-katβ4GalT-1) 
Für die Kinetikmessungen wurden die Aktivitäten der β4GalT mit verschiedenen Akzeptoren 
(Mono-, Tri-, Penta-, Hepta- und Nonasaccharid: 1, 3a-d) in unterschiedlichen 
Konzentrationen (0,25 - 5 mM) in einem diskontinuierlichen Test (Tabelle 5.35) bestimmt.  
 
Tabelle 5.35 Pipettierschema der Akzeptorkinetik der β4GalT mit unterschiedlichen Akzeptorlängen 
Volumen [µl] Komponente Endkonzentration 
5,0 1 M HEPES-NaOH, pH=7,2 
250 mM KCl 
100 mM 
25 mM 
1,0 100 mM MnCl2 2,0 mM 
3,125 100 mM UDP-Gal 6,25 mM 
25,0 Substrat (variierend) 0,25 – 5 mM 
0,5 AP 0,5 U 
15,375 His6Propeptid-katβ4GalT-1  
50,0 Gesamtvolumen  
 
Die Reaktion wurde nach 1, 5, 10, 15 und 30 min durch Erhitzten (95°C, 5 min) abgebrochen. 
Nach der Zentrifugation (20 min, 13000 UpM) wurde der Überstand 1:10 verdünnt und 
mittels HPLC analysiert. Aufgrund der Unterschiede in den Aktivitäten zu den verschieden 
langen poly-LacNAc Ketten lagen einige Datenpunkte der Zeit-Umsatz-Diagramme nicht 
mehr im linearen Bereich. Um die generierten Datenmenge trotzdem nutzen zu können, 
wurden Zeit-Umsatzkurven durch die Daten mit OriginPro8 SR0 v8.0724 (OriginLab, 
Northampton, USA) mit der am besten passendsten Gleichung gefittet: f(x)=A*xn / (kn + xn) 
mit R²>0,99. Die erste Ableitung der Gleichungen entspricht der Steigung der Zeit-Umsatz-
Kurve, das Maximum der Steigung der Aktivität des Enzyms. Das Maximum der Steigung ist 
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mathematisch der Nullpunkt der zweiten Ableitung. Dies wurde per Computer für einige 
Proben ermittelt. Da das Maximum immer innerhalb der ersten 3 min lag, wurde dieser Wert 
für die Berechnung der Enzymaktivität genutzt. Die Parameter der Michaelis-Menten Kinetik 
wurde mit Hilfe folgender Gleichung bestimmt: f(x)=vmax / (Km + (1+x/Ki)x).  
 
5.6.6.2 Kinetik der β3GlcNAcT 
Eine mögliche Abhängigkeit der Aktivität der β3GlcNAcT von der Akzeptorlänge sollte durch 
eine Kinetik mit Di-, Tetra-, Hexa- und Octasaccharid (0,25 - 5 mM) untersucht werden. 
Höhere Kettenlängen konnten aufgrund der minimalen Ausbeute und der zunehmenden 
Verunreinigungen nach der Aufreinigung nicht reproduzierbar untersucht werden.  
 
Tabelle 5.36: Pipettierschema der Akzeptorkinetik der β3GlcNAcT mit unterschiedlichen  
Akzeptorsubstratkettenlängen im diskontinuierlichen Test  
Volumen [µl] Komponente Endkonzentration 
5,0 1 M HEPES-NaOH, pH=7,2 
250 mM KCl 
10 mM DTT 
100 mM 
25 mM 
1,0 mM 
1,0 100 mM MgCl2 2,0 mM 
1,875 150 mM UDP-GlcNAc 5,625 mM 
25,0 Substrat variierend 0,25 - 5 mM 
0,5 AP 0,5 U 
10,0 β3GlcNAcT  
6,625 Wasser  
50,0 Gesamtvolumen  
 
Zur Bestimmung der Aktivität  wurden 6 µl Proben des Syntheseansatzes (Tabelle 5.36) mit 
verschiedenen Akzeptorsubstraten unterschiedlicher Konzentration nach 1 min, 2 min, 5 
min, 7 min, 15 min und 30 min abgestoppt, zentrifugiert (20 min, 13000 UpM), der 
Überstand 1:10 verdünnt und mittels HPLC analysiert. Die Aktivitäten wurden wie in Kapitel 
5.6.6.1 beschrieben ermittelt. Die Kurve der Michaelis-Menten Kinetik wurde mit Hilfe 
folgender Gleichung per OriginPro8 SR0 v8.0724 (OriginLab, Northampton, USA) eingefügt: 
f(x)=vmax * x / (Km + x).   
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5.7 Charakterisierung der Galektine in der Mikrotiterplatte 
Zur Charakterisierung der Galektine wurden Mikrotiterplattenassays verwendet. Dabei 
wurde der Aufbau von B. Sauerzapfe übernommen und weiterentwickelt (Sauerzapfe, 2008). 
Der generelle Aufbau ist in Abbildung 5.7 skizziert. Er soll eine Imitation der extrazellulären 
Matrix (ECM) vom membrangebundenen Glykoprotein über Galektine zu ECM-
Glykoproteinen darstellen. 
 
primärer und 
sekundärer
Antikörpermit
Peroxidase
immobilisiertes
poly-LacNAc
Galektin
ECM-Glykoprotein
Substrate
gelbes Produkt
 
Abbildung 5.7: Schematische Darstellung des Aufbaus eines ELLAs in der Mikrotiterplatte 
Nach der Immobilisierung von poly-LacNAc über Nacht auf der Mikrotiterplatte, können Galektine die Bindung 
von ECM-Glykoproteine an die Zuckerstrukturen vermitteln. Die ECM-Proteine werden mittels primären und 
sekundären Antikörper detektiert und deren Menge über den Farbumsatz des Substrats OPD zu einer gelben 
Substanz mit einer Antikörper gekoppelten Peroxidase ermittelt. 
 
Der Aufbau einer künstlichen ECM erfolgte auf unterschiedlichste Weise:  
1. Chemische Oberfläche:  
a. käufliche Platten (aminoreaktive Platten: Nunc Immobilizer™ Amino Surface; 
adsorptive Platten: Nunc Immuno™ MaxiSorp).  
b. Zusätzlich wurde in Kooperation mit Meike Beer (Arbeitsgruppe Prof. Dr. 
Groll, Universität Würzburg) ein neuartiges Testsystem mit Hydrogel in der 
Mikrotiterplatte entwickelt.  
2. Glykostrukturen:  
a. Asialofetuin auf MaxiSorp-Platten  
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b. synthetisierte poly-LacNAc Strukturen (poly-LacNAc-Mischung, Einzel-
strukturen) auf den aminoreaktiven Platten (Nunc) und auf den 
Hydrogeloberflächen 
3. Galektine: His6Gal-1, His6Gal-1C2S, His6Gal-3, His6Gal-8, His6Gal-8N, His6Gal-8C, Gal-
8NHis6, Gal-8CHis6. His6CGL2 diente als Modelllektin. Die Galektine wurden mit Anti-
His6-Peroxidase nachgewiesen.  
4. ECM Glykoproteine: Fibronektin und Laminin. Sie wurden mittels primären und 
sekundären Antikörper detektiert.  
 
Tabelle 5.37 umreißt den generellen Ablauf des Aufbaus einer künstlichen ECM. In den 
einzelnen Abschnitten dieses Kapitels werden Änderungen dazu erläutert. 
 
Tabelle 5.37: Ablauf eines Mikrotiterplattenassays mit dem in Abbildung 5.7 gezeigten Aufbau 
 Volumen Komponente verdünnt in  Inkubationszeit 
1 50 μl  2,5 mM poly-LacNAc 0,1 M NaCO3, pH 9,6 über Nacht 
2 3 x 250 μl 0,05% Tween PBS* - 
3 250 μl Ethanolamin 0,1 M NaCO3, pH 9,6 1 h 
4 3 x 250 μl 0,05% Tween PBS - 
5 50 μl 1000 μg/ml Galektin PBS 1 h 
6 3 x 250 μl 0,05% Tween PBS - 
7 50 μl ECM-Glykoprotein PBS 1 h 
8 3 x 250 μl 0,05% Tween PBS - 
9 50 μl Primärer Antikörper, 1:1000 PBS 1 h 
10 3 x 250 μl 0,05% Tween PBS - 
11 50 μl Sekundärer Antikörper-POD, 
1:1000 
PBS 1 h 
12 3 x 250 μl 0,05% Tween PBS - 
13 100 μl 2 OPD-Tabletten,  
2,5 μl 30% H2O2 
6 ml H2O 2 min 
14 100 μl 3 M HCl H2O - 
* PBS: 50 mM NaH2PO4, 150 mM NaCl pH 7,5 
 
Material und Methoden   181 
Als ECM-Glykoproteinen wurden Laminin und Fibronektin eingesetzt. Primäre Antikörper 
waren Laminin-Antikörper bzw. Fibronektin-Antikörper aus Kaninchen, sekundärer 
Antikörper ein Kaninchen-Antikörper aus Ziege mit gekoppelter Peroxidase (POD) 
(Antikörper von Sigma-Aldrich, in PBS-Puffer verdünnt). 
Nach Abstoppen der Farbreaktion mit 3 M HCl wurde die optische Dichte bei 492 nm im 
Tecan Sunrise Fotometer (Tecan, Göhrig, Österreich) gemessen.  
Die Versuche wurden im Doppel- oder Dreifachansatz durchgeführt und reproduziert. 
Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung. Für die relative OD wurde der 
Nullwert von den Werten abgezogen und die maximalen Werte als 1 gesetzt. 
 
5.7.1 Bindung auf Asialofetuin 
Als Standard wurde die Bindung der rekombinanten Galektine auf Asialofetuin (ASF) 
untersucht. Dafür wurden in Schritt 1 200 μl Asialofetuin (5 μg/ml) in 0,1 M NaCO3, pH 9,6 
über Nacht in MaxiSorp™ Platten inkubiert. Anschließend (Schritt 3) wurden die MaxiSorp™ 
Platten mit 250 µl 2% BSA-PBS-Tween geblockt. Für den Nachweis der His6-Galektine wurden 
50 μl Anti-His6-Antikörper mit gekoppelter Peroxidase (Sigma-Aldrich) in Schritt 7 eingesetzt. 
Anschließend erfolgte der Nachweis mit OPD ab Schritt 12.  
 
Zur weiteren Charakterisierung wurde die Bindung der Galektine an ASF durch Zugabe 
löslicher Zucker inhibiert. Grundsätzlich sind dabei zwei Varianten möglich: Die Inhibition 
bereits gebundener Galektine (Verdrängung) und die kompetitive Inhibition, bei der Zucker 
und Galektin gleichzeitig zum ASF gegeben wurde. Bei der Verdrängung wurde nach Schritt 5 
ein weiterer Schritt eingefügt, bei der 50 µl Zuckerlösung (0-10 mM) in PBS zum Asialofetuin-
Galektin-Komplex für 1 h gegeben wurde. Nach einem Waschschritt mit PBS-Tween erfolgt 
der weitere Nachweis mit Anti-His6-Peroxidase ab Schritt 7. Bei der kompetitiven Inhibition 
wurde zunächst eine Zucker-Galektin-Lösung hergestellt und anschließend 50 µl davon auf 
ASF gegeben. Damit die Galektine nicht vorzeitig an die Zucker binden, wurden die Zucker- 
und Galektin-Stammlösungen erst kurz vor dem Auftragen auf ASF vereint. Der Nachweis 
erfolgte wie beschrieben. Die Menge der eingesetzten Galektine orientierte sich an den 
zuvor durchgeführten Bindungsstudien auf ASF. Sie sollte noch nicht in der Sättigung, aber 
auch nicht zu gering sein, um einen entsprechenden Effekt zu sehen.    
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 Die generelle Durchführbarkeit eines Aufbaus einer künstlichen ECM wurde zunächst auf 
ASF überprüft. Die Experimente wurden wie in Tabelle 5.37 beschrieben mit ASF als erste 
Schicht (200 μl 5 μg/ml ASF in 0,1 M NaCO3, pH 9,6; über Nacht auf MaxiSorp™ Platten) 
durchgeführt.  
 
5.7.2 Bindung auf poly-LacNAc 
Zum Aufbau einer künstlichen extrazellulären Matrix wurde nach der Charakterisierung der 
Galektine auf ASF eigens synthetisiertes (poly-)LacNAc verwendet. Dabei wurden sowohl die 
definierten Ketten als auch die Mischung eingesetzt. Die Immobilisierung und der Aufbau 
erfolgten wie in Tabelle 5.37 beschrieben. Für den Nachweis der Galektine wurde in Schritt 7 
50 μl Anti-His6-Antikörper-POD eingesetzt und diese mit OPD (ab Schritt 12) detektiert. 
 
5.7.3 Hydrogeloberflächen 
Die ELLA auf dem Hydrogel NCO-sP(EO-stat-PO) wurden durchgeführt in Kooperation mit der 
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jürgen Groll (DWI an der RWTH Aachen e.V. bzw. Lehrstuhl für 
Funktionswerkstoffe der Medizin und der Zahnheilkunde, Universität Würzburg). Dabei 
erfolgte die Beschichtung der Mikrotiterplatten mit NCO-sP(EO-stat-PO) und die 
Immobilisierung der ersten Schicht von Meike Beer.  
Die NCO-sP(EO-stat-PO) Propolymere wurden wie beschrieben hergestellt (Gotz et al., 
2002). Zur Beschichtung der Mikrotiterplatten wurden die Vorpolymere zunächst in 
Tetrahydrofuran (THF, über Natrium getrocknet, VWR) gelöst. Nach dem Hinzufügen von 
Wasser zu der Lösung (Wasser:THF=9:1, Propolymerkonzentration 1-10 mg/ml) erfolgte die 
Polymerisation für 5 min. Anschließend wurden 400 µl der Lösung pro Well auf CovaLinkTM 
NH 96-well Platten (NUNC) gegeben. Nach 1, 10 oder 15 min Inkubation bei 
Raumtemperatur wurde nicht-polymerisierte Lösung abgenommen. 
Zur Funktionalisierung des Hydrogels wurden die beschichteten Wells (1 h nach dem 
Beschichten) mit 50 µl (poly-)LacNAc-Lösung inkubiert. Die Zuckerlösung war in 
Carbonatpuffer (0.02 M  Na2CO3/NaHCO3, pH = 9,4) verdünnt. Sollte die Zuckerkonzentration 
konstant gehalten werden, betrug sie 2,5 mM. Nach einer Stunde Inkubation wurden die 
Wells mit 300 µl bidest. Wasser gewaschen.  
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Nach dem Beschichten der Platten wurden diese bei Raumtemperatur für mindestens 12 h 
bedeckt stehen gelassen, um die komplette Vernetzung zu gewährleisten. Anschließend 
wurden die Wells mit 400 µl Wasser für 60 min inkubiert. Die weiteren Inkubationsschritte 
erfolgten ab Schritt 4 (Tabelle 5.37). Als Modelllektin diente His6CGL2 (50 µl einer 50 µg/ml-
Lösung, in PBS). Alle ELLAs wurden mit mindestens im Zweifachansatz durchgeführt und 
reproduziert. (Beer et al., 2012) 
 
5.8 Zellexperimente 
Die Zellexperimente wurden in Kooperation mit Meike Beer aus der Arbeitsgruppe von Prof. 
Dr. Jürgen Groll (DWI an der RWTH Aachen e.V. bzw. Lehrstuhl für Funktionswerkstoffe der 
Medizin und der Zahnheilkunde, Universität Würzburg) durchgeführt. 
 
5.8.1 Aufbau der künstlichen ECM 
Die Polymerschicht wurde wie in Kapitel 4.7.3 beschrieben hergestellt. Nach der 
anfänglichen Polymerisation von 5 min wird das sich vernetzende NCO-sP(EO-stat-PO) auf 
aminosilanisierten Glasplättchen mittels spin coating (2500 UpM, 40 sec, 5 sec 
Beschleunigungszeit) immobilisiert. Nach einer Stunde wurden 100 µl poly-LacNAc-Lösung 
(2,5 mM in 20 mM Na2CO3-Puffer, pH 9,4) auf dem Hydrogel für eine Stunde inkubiert. Nach 
zweimaligem Waschen mit destilliertem Wasser wurden die beschichteten Hydrogele 24 h 
vollständig vernetzt.  
Der Aufbau der künstlichen ECM erfolgte wie in Kapitel 4.7 beschrieben. Als Galektin wurden 
His6CGL2 (50 µg/ml) als Modelllektin, His6Gal-1C2S (1000 µg/ml), His6Gal-3 (1000 µg/ml) und  
His6Gal-8 (1000 µg/ml) eingesetzt. Für die Glassubstrate wurden jeweils 100 µl Galektin- 
bzw. Fibronektinlösung zur vollständigen Benässung der Substrate benötigt. Zwischen den 
Inkubationsschritten zum Schichtaufbau wurden die Glasplättchen zweimal mit destilliertem 
Wasser gewaschen. Als Kontrolle diente unspezifisch gebundenes Fibronektin an Glas und 
Hydrogel. Dazu wurden 100 µl Fibronektin (50 µg/ml in Wasser) auf den Oberflächen  für 
eine Stunde inkubiert. (Beer et al., 2013) 
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5.8.2 Anzucht der Zellen  
Die Zellanzucht wurde wie beschrieben (Beer et al., 2013) durchgeführt: Primäre humane 
dermale Fibroblasten (isoliert von der Vorhaut, max. 6. Passage) wurden in DMEM Medium 
mit fetalem bovinen Serum (10 vol-%) und Penicillin/Streptomycin (1 vol-%) unter 
Standardzellkulturbedingungen (37°C, 5% CO2, 95% Feuchtigkeit) kultiviert. Die 
Glassubstrate wurden jeweils fünfmal mit sterilem Wasser und PBS-Puffer gewaschen. Die 
Zellen wurden mit Accutase geerntet und 1 ml Zellsuspension (20 000 Zellen/ml) auf die 
Substraten gegeben. Die Inkubation der Zellen auf den hergestellten Substraten erfolgte in 
24-Well Kulturplatten unter Standardbedingungen.  
 
5.8.3 Zellgröße 
Life-Zellbilder wurden nach 15 min, 30 min und 60 min aufgenommen und der Durchmesser 
adhärenter Zellen gemessen. Zur statistischen Auswertung wurden Mittelwert und 
Standardabweichung errechnet (Beer et al., 2013). 
 
5.8.4 Zellproliferation 
Nach der Kultivierung der Zellen von bis zu einer Woche auf den neuartigen Oberflächen 
wurde die Zellproliferation gemessen. Dazu wurden zunächst die Zellen mit PBS-Puffer 
(37°C) gewaschen und anschließend durch Zugabe von 500 µl Accutase für 16 min und 500 µl 
Medium geerntet. 100 µl der Zellsuspension wurden zu 10 ml Coulter Isoton III Diluent 
gegeben und die Zellen in einem Casy®Cell Counter TTC gezählt (Beer et al., 2013). 
 
5.8.5 Färbung 
Die Färbung von lebenden und toten Zellen nach 48 h Inkubation auf den neuartigen 
Oberflächen erfolgte mittels LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit for mammalian cells von 
Invitrogen™ nach Angaben des Herstellers.  
 
Zur Darstellung der Fibronektinneuordnung wurden Zellen und Fibronektin wie folgt 
angefärbt: Nach 48 h Zellkultur wurden zunächst optische Fotos aufgenommen und die 
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Zellen anschließend mit Paraformaldehyd (4 wt-%) fixiert. Nach einem Waschschritt (4x mit 
destilliertem Wasser) wurden die Zellmembranen mit Triton X-100 (0,1 vol-% in PBS) 
permeabilisiert. Anschließend erfolgte ein weiterer Waschschritt (3x mit PBS), bevor die 
Proben mit PBS-B (1 wt-% BSA) für 30 min abgeblockt wurden. Fibronektin wurde mittels 
primärem anti-FN-Antikörper aus Kaninchen und sekundärem anti-Kaninchen-Antikörper mit 
konjugiertem Atto 594 nachgewiesen (beide Antikörper 1:1000 in PBS-B). Der Zellnukleus 
wurde durch DAPI (1:1000 in PBS-B) gefärbt. Beide Färbungen erfolgten für eine Stunde, 
nach jedem Schritt wurde mit PBS gewaschen.  
 
Die Mikroskopie wurde ausgeführt am Axiovert 100A mit AxioCamMRc Digitalkamera und 
analysiert mit AxioVisionV4.7 Software (Carl Zeiss, Göttingen, Deutschland) (Beer et al., 
2013). 
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7 Anhang 
7.1 HPLC und ESI-MS der sequenziellen Synthese 
A  B  C   
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D         E  
Abbildung 7.1: HPLC und ESI-MS der sequenziellen Synthese von LacNAc-linker-NH2-tBoc (2) (A) bis zum 
Hexasaccharid (4b) (E)  
Die Produkte der sequenziellen Synthese wurden mittels HPLC (15% Acetonitril, isokratisch, 254 nm) 
aufgetrennt (oben). Im unteren Teil ist die Verteilung folgender Massen dargestellt: m/z= 583,3 [M-H]- (2) in A, 
m/z=786,6 [M-H]- (3a) in B, m/z= 948,3 [M-H]- (4a) in C, m/z=1151,4 [M-H]- (3b) in D, m/z=1313,4 [M-H]-  (4b) 
in E. (Rech et al., 2011) 
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7.2 MALDI-ToF Spektren und dazugehörige HPLC-
Chromatogramme 
 
Abbildung 7.2: Maldi-Tof von GlcNAc-linker-NH2-tBoc (1), (Rech et al., 2011) 
 
Abbildung 7.3: Maldi-Tof von LacNAc-linker-NH2-tBoc (2), (Rech et al., 2011) 
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Abbildung 7.4: Maldi-Tof einer poly-LacNAc Synthese ausgehend von LacNAc-linker-NH2-tBoc (2), (Rech et al., 
2011) 
 
Abbildung 7.5: Maldi-Tof einer poly-LacNAc Synthese ausgehend von Tetrasaccharid (4a), (Rech et al., 2011) 
216   Anhang 
 
Abbildung 7.6: : Maldi-Tof einer poly-LacNAc Synthese ausgehend von Hexasaccharid (4b), (Rech et al., 2011) 
 
Abbildung 7.7: : Maldi-Tof einer poly-LacNAc Synthese ausgehend von Oktasaccharid (4c), (Rech et al., 2011) 
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Abbildung 7.8: : Maldi-Tof einer galaktose terminierten poly-LacNAc Synthese, (Rech et al., 2011) 
 
Abbildung 7.9: : Maldi-Tof der Fraktion 2 der fraktionierten, semi-präparativen Ein-Topf-Synthese, (Rech et 
al., 2011) 
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Abbildung 7.10: Maldi-Tof der Fraktion 3 der fraktionierten, semi-präparativen Ein-Topf-Synthese, (Rech et 
al., 2011) 
 
Abbildung 7.11: Maldi-Tof der Fraktion 4 der fraktionierten, semi-präparativen Ein-Topf-Synthese, (Rech et 
al., 2011) 
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Abbildung 7.12: Maldi-Tof der Fraktion 5 der fraktionierten, semi-präparativen Ein-Topf-Synthese, (Rech et 
al., 2011) 
 
Abbildung 7.13: Maldi-Tof der Fraktion 6 der fraktionierten, semi-präparativen Ein-Topf-Synthese, (Rech et 
al., 2011) 
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Abbildung 7.14: HPLC der Fraktionen 2-5 (4a-4d) in den Linien 1-4, (Rech et al., 2011) 
 
 
Abbildung 7.15: HPLC der Fraktionen 5 und 6 (4d,4e), (Rech et al., 2011) 
 
1 
2 
3 
4 
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7.3 NMR-Daten der Produkte 4a-4c 
 
Abbildung 7.16: Bezeichnung der Saccharide für die NMR Daten, (Rech et al., 2011) 
 
Tabelle 7.1: 
1H und 13C NMR Daten der Saccharide 4a, 4b und 4c (600.23 MHz für 1H, 150.94 MHz für 13C, D2O, 
303 K), (Rech et al., 2011) 
 δC δH 
 
Atom 4a 4b 4c 4a 4b 4c 
Boc CO 158.39 158.38 158.38 - - - 
 C 81.21 81.20 81.21 - - - 
 (CH3)3 27.82 27.82 27.82 1.141 1.140 1.140 
spacer 1‘ 44.30 44.31 44.30 3.38 3.38 3.38 
 2‘ 39.43 39.43 39.43 2.974 2.974 2.974 
 CS n.d. n.d. n.d. - - - 
GlcNAc
first 
1 n.d. 82.86 82.79 n.d. n.d. n.d. 
 2 54.11 54.11 54.12 3.63 3.63 3.63 
 3 72.79 72.77 72.79 3.52 3.52 3.52 
 4 78.08 78.08 78.08 3.46 3.46 3.46 
 5 76.17 76.18 76.17 3.40 3.40 3.40 
 6 59.99 59.99 59.99 3.665, 3.562 3.663, 3.56 3.663, 3.56 
 2-Ac 22.16 22.16 22.16 1.727 1.726 1.727 
 CO 175.06 175.06 175.05 - - - 
Gal
inner 
1 103.03 103.03 103.03 4.192  4.178* 4.178* 
 2 70.12 70.12 70.12, 70.10 3.31 3.31 3.31 
 3 82.14 82.21, 82.13 82.21, 82.13 3.44 3.44 3.44 
 4 68.48 68.49, 68.46 68.49, 68.46 3.870 3.868 3.868 
 5 75.03 75.02 75.02, 74.99 3.44 3.44 3.44 
 6 61.11 61.10 61.10 3.47 3.47 3.47 
GlcNAc
inner 
1 102.91 102.91 102.91 4.418 4.413 4.413 
 2 55.33 55.33, 55.28 55.33, 55.29 3.52 3.52 3.52 
 3 72.32 72.32, 72.30 72.32, 75.31 3.45 3.45 3.45 
 4 78.28 78.27 78.28 3.46 3.46 3.46 
 5 74.69 74.69 74.69 3.30 3.30 3.30 
 6 59.99 59.99 59.99 3.665, 3.562 3.663, 3.562 3.663, 3.56 
 2-Ac 22.31 22.31 22.31 1.749 1.749, 1.745 
1.748, 1.745, 
 1.743 
 CO 175.06 175.06 175.05 - - - 
Gal
last 
1 103.00 103.00 103.00 4.192 4.191* 4.191* 
 2 71.11 71.11 71.11 3.25 3.25 3.25 
 3 72.64 72.64 72.64 3.38 3.38 3.38 
 4 68.69 68.69 68.69 3.639 3.637 3.638 
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 5 75.49 75.49 75.49 3.25 3.25 3.25 
 6 61.17 61.17 61.17 3.47 3.47 3.47 
*   might be interchanged;       n.d.   not detected 
 
 
7.4 Sequenzen der klonierten Galektine 
7.4.1 His6Gal-1C2S 
ATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCCGCGCATGGCTTGTGGTCTG 
GTCGCCAGCAACCTGAATCTCAAACCTGGAGAGTGCCTTCGAGTGCGAGGCGAGGTGGCT 
CCTGACGCTAAGAGCTTCGTGCTGAACCTGGGCAAAGACAGCAACAACCTGTGCCTGCAC 
TTCAACCCTCGCTTCAACGCCCACGGCGACGCCAACACCATCGTGTGCAACAGCAAGGAC 
GGCGGGGCCTGGGGGACCGAGCAGCGGGAGGCTGTCTTTCCCTTCCAGCCTGGAAGTGTT 
GCAGAGGTGTGCATCACCTTCGACCAGGCCAACCTGACCGTCAAGCTGCCAGATGGATAC 
GAATTCAAGTTCCCCAACCGCCTCAACCTGGAGGCCATCAACTACATGGCAGCTGACGGT 
GACTTCAAGATCAAATGTGTGGCCTTTGACTGA 
7.4.2 His6Gal-3 
ATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCCGAATTCCGGGATGGCAGAC 
AATTTTTCGCTCCATGATGCGTTATCTGGGTCTGGAAACCCAAACCCTCAAGGATGGCCT 
GGCGCATGGGGGAACCAGCCTGCTGGGGCAGGGGGCTACCCAGGGGCTTCCTATCCTGGG 
GCCTACCCCGGGCAGGCACCCCCAGGGGCTTATCCTGGACAGGCACCTCCAGGCGCCTAC 
CCTGGAGCACCTGGAGCTTATCCCGGAGCACCTGCACCTGGAGTCTACCCAGGGCCACCC 
AGCGGCCCTGGGGCCTACCCATCTTCTGGACAGCCAAGTGCCACCGGAGCCTACCCTGCC 
ACTGGCCCCTATGGCGCCCCTGCTGGGCCACTGATTGTGCCTTATAACCTGCCTTTGCCT 
GGGGGAGTGGTGCCTCGCATGCTGATAACAATTCTGGGCACGGTGAAGCCCAATGCAAAC 
AGAATTGCTTTAGATTTCCAAAGAGGGAATGATGTTGCCTTCCACTTTAACCCACGCTTC 
AATGAGAACAACAGGAGAGTCATTGTTTGCAATACAAAGCTGGATAATAACTGGGGAAGG 
GAAGAAAGACAGTCGGTTTTCCCATTTGAAAGTGGGAAACCATTCAAAATACAAGTACTG 
GTTGAACCTGACCACTTCAAGGTTGCAGTGAATGATGCTCACTTGTTGCAGTACAATCAT 
CGGGTTAAAAAACTCAATGAAATCAGCAAACTGGGAATTTCTGGTGACATAGACCTCACC 
AGTGCTTCATATACCATGATATAA 
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7.4.3 His6Gal-8 
ATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCCGAATTCGAGCTCGGCGCGC 
CCGATGTTGTCCTTAAACAACCTACAGAATATCATCTATAACCCGGTAATCCCGTTTGTT 
GGCACCATTCCTGATCAGCTGGATCCTGGAACTTTGATTGTGATACGTGGGCATGTTCCT 
AGTGACGCAGACAGATTCCAGGTGGATCTGCAGAATGGCAGCAGCATGAAACCTCGAGCC 
GATGTGGCCTTTCATTTCAATCCTCGTTTCAAAAGGGCCGGCTGCATTGTTTGCAATACT 
TTGATAAATGAAAAATGGGGACGGGAAGAGATCACCTATGACACGCCTTTCAAAAGAGAA 
AAGTCTTTTGAGATCGTGATTATGGTGCTGAAGGACAAATTCCAGGTGGCTGTAAATGGA 
AAACATACTCTGCTCTATGGCCACAGGATCGGCCCAGAGAAAATAGACACTCTGGGCATT 
TATGGCAAAGTGAATATTCACTCAATTGGTTTTAGCTTCAGCTCGGACTTACAAAGTACC 
CAAGCATCTAGTCTGGAACTGACAGAGATAAGTAGAGAAAATGTTCCAAAGTCTGGCACG 
CCCCAGCTTAGGCTGCCATTCGCTGCAAGGTTGAACACCCCCATGGGCCCTGGACGAACT 
GTCGTCGTTAAAGGAGAAGTGAATGCAAATGCCAAAAGCTTTAATGTTGACCTACTAGCA 
GGAAAATCAAAGGATATTGCTCTACACTTGAACCCACGCCTGAATATTAAAGCATTTGTA 
AGAAATTCTTTTCTTCAGGAGTCCTGGGGAGAAGAAGAGAGAAATATTACCTCTTTCCCA 
TTTAGTCCTGGGATGTACTTTGAGATGATAATTTATTGTGATGTTAGAGAATTCAAGGTT 
GCAGTAAATGGCGTACACAGCCTGGAGTACAAACACAGATTTAAAGAGCTCAGCAGTATT 
GACACGCTGGAAATTAATGGAGACATCCACTTACTGGAAGTAAGGAGCTGGTAG 
 
7.4.4 His6Gal-8N 
ATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCCGAATTCGAGCTCGGCGCGC 
CCGATGTTGTCCTTAAACAACCTACAGAATATCATCTATAACCCGGTAATCCCGTTTGTT 
GGCACCATTCCTGATCAGCTGGATCCTGGAACTTTGATTGTGATACGTGGGCATGTTCCT 
AGTGACGCAGACAGATTCCAGGTGGATCTGCAGAATGGCAGCAGCATGAAACCTCGAGCC 
GATGTGGCCTTTCATTTCAATCCTCGTTTCAAAAGGGCCGGCTGCATTGTTTGCAATACT 
TTGATAAATGAAAAATGGGGACGGGAAGAGATCACCTATGACACGCCTTTCAAAAGAGAA 
AAGTCTTTTGAGATCGTGATTATGGTGCTGAAGGACAAATTCCAGGTGGCTGTAAATGGA 
AAACATACTCTGCTCTATGGCCACAGGATCGGCCCAGAGAAAATAGACACTCTGGGCATT 
TATGGCAAAGTGAATATTCACTCAATTGGTTTTAGCTTCAGCTCGGACTTACAAAGTACC 
ATAGTTTAG 
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7.4.5 Gal-8NHis6 
ATGGAATTCCCGATGTTGTCCTTAAACAACCTACAGAATATCATCTATAACCCGGTAATC 
CCGTTTGTTGGCACCATTCCTGATCAGCTGGATCCTGGAACTTTGATTGTGATACGTGGG 
CATGTTCCTAGTGACGCAGACAGATTCCAGGTGGATCTGCAGAATGGCAGCAGCATGAAA 
CCTCGAGCCGATGTGGCCTTTCATTTCAATCCTCGTTTCAAAAGGGCCGGCTGCATTGTT 
TGCAATACTTTGATAAATGAAAAATGGGGACGGGAAGAGATCACCTATGACACGCCTTTC 
AAAAGAGAAAAGTCTTTTGAGATCGTGATTATGGTGCTGAAGGACAAATTCCAGGTGGCT 
GTAAATGGAAAACATACTCTGCTCTATGGCCACAGGATCGGCCCAGAGAAAATAGACACT 
CTGGGCATTTATGGCAAAGTGAATATTCACTCAATTGGTTTTAGCTTCAGCTCGGAGTTA 
CAAAGTACCAGTTTAGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA 
7.4.6 His6Gal-8C 
TACGATTACTTTCTGTTCGACTTAAGCATTATGCGGCCGCATTCTTACTACCAGCT 
CCTTACTTCCAGTAAGTGGATGTCTCCATTAATTTCCAGCGTGTCAATACTGCTGA 
GCTCTTTAAATCTGTGTTTGTACTCCAGGCTGTGTACGCCATTTACTGCAACCTTG 
AATTCTCTAACATCACAATAAATTATCATCTCAAAGTACATCCCAGGACTAAATG 
GGAAAGAGGTAATATTTCTCTCTTCTTCTCCCCAGGACTCCTGAAGAAAAGAATT 
TCTTACAAATGCTTTAATATTCAGGCGTGGGTTCAAGTGTAGAGCAATATCCTTTG 
ATTTTCCTGCTAGTAGGTCAACATTAAAGCTTTTGGCATTTGCATTCACTTCTCCTT 
TAACGACGACAGTTCGTCCAGGGCCCATGGGGGTGTTCAACCTTGCAGCGAATGG 
CAGGCTAAGCTGTTGGCGCGCCGAGCTCGAATTCGGATCCTGGCTGTGGTGATGA 
TGGTGATGGCTGCTGCCCATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTT 
CTAGAGGGGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTC 
GCGGGATCGAGATCGATCTCGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGGCCGGCATCA 
CCGGCGCCACAGGTGCGGTTGCTGGCGCCTATATCGCCGACATCACCGATGGGGA 
AGATCGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCGCTTGTTTCGGCGTGGGTATGGTG 
GCAGGCCCCG 
7.4.7 Gal-8CHis6 
ATGCAGCTTAGCCTGCCATTCGCTGCAAGGTTGAACACCCCCATGGGCCCTGGACGAACT 
GTCGTCGTTAAAGGAGAAGTGAATGCAAATGCCAAAAGCTTTAATGTTGACCTACTAGCA 
GGAAAATCAAAGGATATTGCTCTACACTTGAACCCACGCCTGAATATTAAAGCATTTGTA 
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AGAAATTCTTTTCTTCAGGAGTCCTGGGGAGAAGAAGAGAGAAATATTACCTCTTTCCCA 
TTTAGTCCTGGGATGTACTTTGAGATGATAATTTATTGTGATGTTAGAGAATTCAAGGTT 
GCAGTAAATGGCGTACACAGCCTGGAGTACAAACACAGATTTAAAGAGCTCAGCAGTATT 
GACACGCTGGAAATTAATGGAGACATCCACTTACTGGAAGTAAGGAGCTGGAATGCGGCC 
GCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA 
 
7.5 Western Blot der Gelfiltration 
A                B 
Abbildung 7.17: Western Blots der Peaks der Gelfiltrationschromatogramme der Gal-8 Konstrukte 
Mittels Gelfiltration () wurden die IMAC-Eluate von His6Gal-8N, Gal-8NHis6 und His6Gal-8C nach Größe 
getrennt. Von jedem Hauptpeak wurde ein Western Blot mittels Anti-His6-Peroxidase angefertigt, um zu 
belegen, dass der Peak das rekombinante Galektin enthält. A: Peaks der Gelfiltration von Gal-8NHis6, B: Peaks 
der Gelfiltration von His6Gal-8C,  1: Prestaind Protein Leiter (Fermentas), 2: Peak 46,6 bzw. 47,4 ml, 3: Peak 77,4 
bzw. 84,4 ml. Es ist zu beachten, dass die Abwesenheit einer Bande im Western Blot bei 47 ml, nicht bedeutet, 
dass der Peak kein Gal-8 Konstrukt enthält. Möglicherweise ist der His-Tag nicht zugänglich oder die 
Proteinkonzentration auch zu gering. Eine Bestimmung nach Bradford wurde nicht durchgeführt. 
 
7.6 Verwendete Chemikalien und Geräte 
7.6.1 Chemikalien 
Acetonitril Roth, Karlsruhe  
Agarose               Roth, Karlsruhe 
Alkalische Phosphatase   Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Ammoniumperoxodisulfat   Roth, Karlsruhe 
Ampicillin Natriumsalz               Roth, Karlsruhe 
Anti-Fibronektin aus Kaninchen  Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Anti-His6-Peroxidase    Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Anti-Kaninchen-Peroxidase   Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Anti-Kollagen IV aus Maus   Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
 2      3      1                   1     2     3 
55 kDa 
40 kDa 
 
35 kDa 
25 kDa 
 
15 kDa 
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Anti-Laminin aus Kaninchen   Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Anti-Maus-Peroxidase   Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Asialofetuin     Galab, Geesthacht 
Benzonase Nuklease    Novagen, Darmstadt 
BSA      Roth, Karlsruhe 
cDNS (human, mesangial) persönliche Gabe von Dr. Eitner, Uniklinikum 
Aachen  
Coomassie Blue               Invitrogen™, Paisley, UK 
Coomassie Brilliant Blue G-250          Roth, Karlsruhe 
DAB-Substrat     Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
DC-Platten, Kieselgel60 F254   Roth, Karlsruhe  
DTT      Merck, Darmstadt 
E. coli BL21(DE3)                    Novagen, Darmstadt 
E. coli NovaBlue                        Novagen, Darmstadt 
Essigsäure     Roth, Karlsruhe 
Ethanol                                Roth, Karlsruhe 
Ethanolamin     Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Ethidiumbromid                         Roth, Karlsruhe 
EDTA      Roth, Karlsruhe 
Fibronektin aus humanem Plasma  Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
GelRed Biotium, Hayward, USA 
GlcNAc-Linker-NH2-tBoc synthetisiert bei Prof. V. Křen (Institute of 
Microbiology, Czech Academy of Science, Prag) 
Glycerin     Merck, Darmstadt 
Größenstandard DNS                    Fermentas, St. Leon-Rot 
Größenstandard Protein   Fermentas, St. Leon-Rot 
H2O2      Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
HCl      Roth, Karlsruhe 
Hefeextrakt (Bacto-)  RD Berton Dickinson, Le Pont du Claix, Frankreich 
HEPES                                        Roth, Karlsruhe 
Imidazol                                        Roth, Karlsruhe 
IPTG                                             Roth, Karlsruhe  
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K2HPO4                                       Roth, Karlsruhe 
KCl      Merck, Darmstadt 
KH2PO4     Roth, Karlsruhe 
Kollagen IV     Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
KOD Hot Start DNS Polymerase Kit  Novagen, Darmstadt 
Ladepuffer (Loading Dye)   Fermentas, St. Leon-Rot 
Laktat Dehydrogenase   Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Laminin aus Maus-EHS-Sarcoma  
der Basalmembran    Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
LDS Probenpuffer                            Invitrogen™, Paisley, UK 
Live/dead Viability Kit f. Mammalian c. Invitrogen™, Paisley, UK 
Methanol     Roth, Karlsruhe 
MnCl2      Merck, Darmstadt 
MTO Dowex M43 Anionenaustauschharz Supleco, Bellefonte, USA 
NaCl                                          Roth, Karlsruhe 
NaOH                                         Merck, Darmstadt 
Ni2+-NTA-Material                       Qiagen, Hilden 
NucleoSpin Extract II Kit            Macherey und Nagel, Düren 
OPD Tabletten    DakoCytomation, Glostrup, Dänemark 
pET-Vektoren                                Novagen, Darmstadt 
Plasmidpräparationskit                        Peqlab, Erlangen  
Primer                                              Biomers 
PVDF-Membran    BioRad, München 
Pyruvat Kinase    Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
QuikChange II XL Mutagenesis Kit  Stratagene, Amsterdam 
Restriktionsenzyme, Puffer      Fermentas, St. Leon Rot 
SAP und Puffer    Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
SDS      Roth, Karlsruhe 
Streptavidin-Peroxidase-Konjugat  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
T4 Ligase und Puffer    Fermentas, St. Leon Rot 
TEMED                                Roth, Karlsruhe 
Tris                                             Roth, Karlsruhe 
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Trypton (Bacto-)  RD Berton Dickinson, Le Pont du Claix, Frankreich 
Tween® 20 Applichem, Darmstadt 
UDP-Gal Sigma-Aldrich, Taufkirchen  
UDP-Gal-4-Epimerase  Calbiochem, Darmstadt 
UDP-Glc Kyowa Hakko, Darmstadt 
UDP-GlcNAc Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
 
7.6.2 Geräte 
3D-Schüttler  Polymax 1040  Heidolph, Schwabach 
ÄktaPrime  Äkta™prime GE Healthcare, Freiburg 
 PrimeView™ Software 
Autoklav  Zentracert 5169  F. u. M. Lautenschläger, Köln 
 Steuerung SPS 2003, APC 620 
Blotapparatur  Xcell II™ Blot Modul Version G  Invitrogen, Paisley, UK 
Fotometer  SPECTRAmax Plus Molecular Devices, Ismaning 
 SOFTmax Pro Software 
 Tecan Sunrise Fotometer  Tecan, Göhrig, Österreich 
Gelkammer, horizontal Sub Cell GT Bio-Rad, München 
Gelkammer, vertikal Xcell SureLock™ Mini-Cell, Invitrogen, Paisley, UK 
HPLC, analytisch  Probengeber ASI-100, Dionex GmbH, Idstein 
 Detektor 160S, Pumpe P680,  
 Chromeleon Software  
HPLC Probengeber ASI-100, Dionex GmbH, Idstein 
 Pumpe P580, Detektor 160S, 
 Chromeleon Software 
HPLC, präparativ Probengeber 3900 Knauer, Berlin 
 Smartline Pump 1000 
 Smartline UV-Detektor 2600 
HPLC-Säulen Lichrospher 100RP 18-5 µ CS Chromatographie-Service  
 EC 250x4 mm GmbH, Langerwehe 
Inkubator  Multitron® Infors, Bottmingen 
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Kapillarelektrophorese P/ACE MDQ Glycoprotein Beckman Coulter, Krefeld 
 System,  
 32 Karat Software Version 5.0 
Mikrotiterplatten   
      für Aktivitätstests Rotilabo F-Profil Roth, Karlsruhe 
      aminoreaktiv Nunc Immobilizer™ Amino- Nunc GmbH, Wiesbaden 
 Platten,  
      adsorptiv Nunc-Immuno™   Nunc GmbH, Wiesbaden 
 U16 Maxisorp  
      UV geeignet UV-Star Greiner bio-one, 
  Kremsmünster, Österreich 
      Streptavidin Streptavidin-Platte Greiner bio-one, 
  Kremsmünster, Österreich 
Massenspektrometer MSQ Plus Thermo Fisher Scientific,  
  Waltham, USA 
Pumpe Peristaltik-Pumpe P1 GE Healthcare, Freiburg 
pH-Meter  pH-Meter CG842  Schott, Mainz 
Rotationsverdampfer  Heidolph VV1  Heidolph Instruments 
Säulen für die C18 Sep-Pak®-Säulen  Waters GmbH, Eschborn 
Festphasenextraktion 
Sterilbank Hera Safe Thermo Fisher Scientific,  
  Waltham, USA 
Thermoblock  HLC Kühl-Heiz-ThermoMix HLC, Bovenden 
Tischautoklav  Systec, 2540ELC  Tuttnauer GmbH, Breda,  
  Niederlande 
Ultraschall  Sonoplus Homogenisator Bandelin, Berlin  
VivaSpin-Konzentratoren  VivaSpin20  VivaScience, Hannover 
Zentrifuge Sorvall Evolution RC Thermo Fisher Scientific,  
  Waltham, USA 
 Millifuge CT10, Millipore  Hitachi, Tokyo, Japan 
 Rotina 35R Hettich, Tuttlingen 
 Concentrator Plus Eppendorf  
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7.7 Verzeichnisse 
7.7.1 Abkürzungsverzeichnis  
°C Grad Celsius 
A Adenin 
Abb. Abbildung 
APS Ammoniumperoxodisulfat 
bidest. bidestilliert 
bp Basenpaare 
BSA Rinderserum Albumin 
CGL2 Coprinopsis Galektin 2 
CRD carbohydrate recognition domain 
DAB Diaminobenzidin 
DNS Desoxyribonukleinsäure 
DTT Dithiothreitol 
ECM Extrazelluläre Matrix 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendinitrilotetraessigsäure Dinatriumsalz 
EMK Erlenmeyerkolben 
Gal Galaktose 
GalT Galaktosyltransferase 
GalNAc N-Acetylgalaktosamin 
Glc Glukose 
GlcNAc N-Acetylglukosamin 
GlcNAcT GlcNAc-Transferase 
h Stunde 
HCl Salzsäure 
HEPES N-[2-Hydroxyethyl]-piperazin-N´-[2-ethansulfonsäure] 
His Histidin 
HPLC High Performance Liquid Chromatography 
HRP Meerrettich Peroxidase 
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IMAC Immobilisierte Metallionen-Affinitätschromatografie 
IPTG Isopropylthiogalaktosid 
K2HPO4 Dikaliumhydrogenphosphat 
Kap. Kapitel 
KCl Kaliumchlorid 
kDa Kilo Dalton 
l Liter 
LB lysogeny broth 
M Molar 
MALDI-TOF Matrix-assisted laser desorption/ionization, time-of-flight 
min Minute 
mind. mindestens 
MnCl2 Mangan(II)chlorid 
MS Massenspektrometrie 
NaCl Natriumchlorid 
Ni2+-NTA Nickel(II)-nitrilotriessigsäure 
nm Nanometer 
NTA Nitrilotriessigsäure 
OD Optische Dichte 
OPD o-Phenylendiamin 
PBS phosphate buffered saline 
PCR Polymerasekettenreaktion 
R² Korrelationskoeffizient 
RFU relative fluorescence units 
s. siehe 
SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 
sec Sekunde 
Tab. Tabelle 
TAE Tris-Acetat-EDTA 
tBOC Tertiäres Butyloxycarbonyl 
TBS Tris buffered saline 
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
232   Anhang 
U Units 
UDP Uridin-5`-diphosphat 
UDP-Gal Uridin-5`-diphosphat-α-D-Galaktose 
UDP-Glc Uridin-5`-diphosphat-α-D-Glukose 
UDP-GlcNAc Uridin-5`-diphosphat-N-Acetyl-α-D-Glukosamin 
UMP Uridin-5`-monophosphat 
Upm Umdrehungen pro Minute 
UV Ultraviolett 
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